T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI - CERRAHPASA
CERRAHPASA TIP FAKULTESI

BEYIN VE SIiNIR CERRAHISI ANABILiM DALI

Dejeneratif Disk Hastaliginin Olusumunda

MyD88 Bagimh Yolagin Rolii.

TIPTA UZMANLIK TEZI

DR. MEHMET YIiGIiT AKGUN

TEZ DANISMANI:
PROF. DR. MEHMET MURAT HANCI

ISTANBUL-2020



“Bu ¢alisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir.”

Proje numarasi: 25405



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim boyunca bir d6gretmen gibi tiim bilgi ve deneyimini aktaran,

fakiiltemizin zor zamanlarinda bile daha iyi sartlarda egitim alabilmemiz icin ellerinden

gelen tiim ¢abayt gésteren sayin hocalarima,

Tiim egitimim boyunca bana aile olan tiim asistan arkadaslarima, teknisyenlerimize,

hemgsirelerimiz ve calisanlarimiza,

Tezimin olusmasint saglayan Prof. Dr. Murat Hanci'ya ve Dog. Dr. Sibel Akyol’a

En biiyiik destek¢im olan esim Dr. Elife Akgiin’e ve camim oglum Yigit Altay Akgiin’e
sonsuz tesekkiirler.

MEHMET YIGIT AKGUN



ICINDEKILER

Sayfa No.
L O] 01 Q0L i
KISALTMALAR oot essess s ssssssssssses s ssss s ssasesssssnssssans vii
TABLO LASTEST oo eeeeeeeeeeee e eseeeeenese e ssseeeeneee X
S 01 L B 1 N O Xi
L0 72 0 OSSOSO Xiii
ABSTRACT ... oottt esse s sss s sssseses s s sss s s sse s XV
1. GIRIS ve GENEL BILGILER . .. 1
72 VN 2 (0 OSSO 1
3. INTERVERTEBRAL DISK ANATOMISI ... . . .. 2
3. NUKIeus PulpOSUS 2
32 ANUIUS FIbTOSUS 3
3.3 Intervertebral End Plateler 4
4. INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU_ .. 5
A EPIdeMIYOlOfi 5
i Yo (o) | 5
A B Pa OO CNCZ 6



5. INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU VE AGRI 11

7. INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU VE MRG BULGULARI 14

8. TOLL BENZERIi RESEPTORLER VE ENFLAMASYON_ 18
8.1 TLR4/MyD88 Bagimlt Yol 21
Do AMAG et ee e s s e 25
10. GEREC VE YONTEM. | .iieeeeeeeoesseooeeeseeeesesessemeeseseeeeen 26
10.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yontemi____ 27
10.1.1 ELISA Komponentleri 28
10.1.2 Direkt ELISA 28
10.1.3 Indirekt ELISA 28
10.1.4 Nonkompetetif ELISA 29
10.1.5 Kompetetif ELISA 29
10.1.6 ELISA protokoliine gore standartlarm hazirlamsr 30
1007 ProsedUir 31
10.1.8 Standartlarin Hazirlanmasy 31
10.1.9 Yikama SoluSyONU 31

1L ASTATIKSEL ANALIZ oo esemeeeneeeeeese 33
12.BULGULAR oot essssesssss s ssssssesssssssssssssassssssssss s sssassssssanns 34
I3 TARTISMA et 50



59

60

73

73

Vi



KISALTMALAR

ivD
DDH
NP
AF
ECM
GAG
MRG
MMP
IL
ADAMTS
TNF
NGF
BDNF
NH
ONPH
HIF
TIMP
PG
NO
FSE
T1A
T2A

MD

: Intervertebral disk

: Dejeneratif disk hastaligi

: Niikleus pulposus

: Anulus fibrosus

. Ekstraselliiler matriks

: Glikozaminoglikan

: Manyetik rezonans goriintiileme
: Matriks metalloproteinaz

. Interlokin

: Trombospondin motifli disintegrin ve metalloproteinaz
: Timor nekroz faktor

: Sinir bliytime faktorii

: Beyin tiirevi norotrofik faktor

: Notokordal hiicre

> Olgun niikleus pulposus hiicresi
: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor
: Metallopeptidaz inhibitor

: Prostoglandin

- Nitrik oksit

: Hizl1 spin eko

: T1 agirlikl

: T2 agirlikl

: Modic dejenerasyon

vii



TLR
MyD88
LPS
NF-xB
DAMP
PRR
PAMP
ER
LRR
TIR
IRF
MAP
TRIF
IRAK
TAK
IKK
IxB
MEF
TAB
LDH
NSAII
ELISA
CD4
IKKa

IkBa

. Toll benzeri reseptor

: Miyeloid diferansiye primer cevap proteini
: Lipopolisakkarit

: Niikleer faktor kappa B

: Zarar gérmiis model molekiil

: Model tanima proteini

: Patojenle iliskili molekiiler patern

: Endoplazmik retikulum

: Losin bakimindan zengin tekrar

: Toll / IL-1 reseptorii

. Interferon diizenleyici faktor

: Mitojen ile etkilesen protein

: Toll-1L-1R domain-containing adapter-inducing IFN-$
- IL1 iliskili kinaz

: TGF B aktive edici kinaz

: Multisubunit IxB kinaz

: NF-«xB den ayrisan inhibitor protein

: Fare embriyonik fibroblast hiicreleri

: TAK baglayici protein

: Lomber disk hernisi

- Non steroidal antiinflamatuar ilag

: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
: Human Cluster of differentiation 4

: Human Inhibitor of KB kinase a

: Human Inhibitory subunit of NF-kBa

viii



TICAM
HMGB

MyD88i

: Toll-1L-1 reseptor-igeren adaptor molekiil

- Hiicre dis1 yliksek mobilite grubu kutusu

: MyD88 inhibitérii



TABLO LISTESI

Sayfa No:

TABLO 1: Modic dejenerasyon tiplerine gére parametrelerin istatistiksel analizinin

grafiksel gosterimi 44

TABLO 2: NSAII kullanim durumlarina gore parametrelerin istatistiksel analizinin

grafiksel gOsterimi 47

TABLO 3: Bel agris1 ve eslik eden radikiiler agri durumuna gore parametrelerin

istatistiksel analizinin grafiksel gosterimi 48



SEKIL LISTESI

Sayfa No :
SEKiL 1: intervertebral Disk Anatomisi Sematize Edilmis Sekilde 4
SEKIL 2: Intervertebral disk dejenerasyonun da dejeneratif cember kavrami. 9
SEKIL 3: Matriks anabolizmasi ile katabolizmasi arasindaki denge 10

SEKIL 4: Dejenerasyonun sematik gosterimi ve karsilik gelen aksiyel T2A FSE MR
disk gortintiileri 14

SEKIL 5: Aksiyal diizlemdeki potansiyel herni bolgelerinin sematik gosterimi___ 15

SEKIL 6: Sagital TIA ve T2A MR goriintiileri ile farkli Modic degisikliklerinin

GOStCTI ST 16
SEKIL 7: Toll-benzeri reseptor bagimli yol, sematize edilmis 23
SEKIL 8a: NF-kBa ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi___ 35
SEKIL 8b: TICAM2 ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi_______ 36
SEKIL 9a: IRF3ile tipler arasi istatistiki iligskinin gosterilmesi_____ 37
SEKIL 9b: TICAML ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi.____ 38
SEKIL 10a: IKKa ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi_______ 39
SEKIL 10b: MyDS8S8 ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi____ ... . .. 40
SEKIL 10c: NF-kB p65 ile tipler arasi istatistiki iligkinin gésterilmesi___ 41
SEKIL 10d: TLR4 ile tipler arasi istatistiki iliskinin gosterilmesi____ 42
SEKIL 10e: TRAF 6 ile tipler arasi istatistiki iligskinin gosterilmesi______ 43

Xi



SEKIL 11: MyD88 ile ila¢ kullanimi1 arast istatistiki iliskinin gsterilmesi 46

Xii



OZET

Amagc: Intervertebral disk dejenerasyonu ve bel agrisinin ana sebeplerinden biridir. Toll
benzeri reseptér 4 (TLR4) sinyal yolunun, miyeloid diferansiye primer cevap proteini
(MyD88) bagimli veya bagimsiz yolaklarda olmasi ve ayrica niikleus pulposus hiicrelerinde
TLR4'in aktivasyonu ile iliskili sonuglar1 degerlendirilip belirlenmesidir. Boylelikle,
MyD88'e bagli TLR4 sinyal yolunun disk dejenerasyonunun altinda yatan hedef yol
olduguna dair hipotezin desteklenmesi ve sebep olan molekiiler mekanizmalar1 arastirmak
icin teorik bir temel olusturulmasi saglanmaya ¢alisilmaktadir. Ayrica; modic tip
degisikliklere ve ila¢ kullanip kullanmamaya gore de dejenerasyonda kullanilan bu yolak ve

bu iki faktor arasindaki iligki ortaya konulmaya ¢aligiimstir.

Yéntem: Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Norosirurji
Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Norosirurji Anabilim Dali Polikilinigine bel agris1 ve
siyatalji sikayeti ile basvuran, lomber MRG ile degerlendirmenin akabinde dejenerasyon
bulgular1 gosteren ve lomber disk hernisi (LDH) nedeniyle cerrahi tedavi endikasyonu
mevcut olan 88 eriskin erkek hasta yazili onam formu alinarak klinigimizde opere edildi.
Lomber dejeneratif disk hastaliginin olusumuna katkida bulundugu diisiiniilen; CD4, IKKA,
NF KBA ve TRAF 6 gibi adaptor proteinlerin belirgin rol oynadigi, MyD88'e bagli Toll like
reseptor 4 sinyal yolu degerlendirilmis ve bu yolun Modic tip dejenerasyon derecesi ile

iligkisi ortaya konmaya caligilmistir.

Bulgular: Modic dejenerasyon tiplerine gore; Varyanslari homojen olan grupta; NF-
kBa’nin 0.001 anlamlilik diizeyinde, IRF 3’tin 0.05 anlamlilik diizeyinde ve TICAM2’nin
ise 0.01 anlamlilik diizeyinde en az iki grup arasinda farkli oldugu gosterilmistir. CD4 i¢in
ise gruplar arasinda anlamli fark olmadigi goriilmiistiir (p=0.092). Varyanslari homojen
olmayan grupta ise; IKKa, MYD88, NF-kB p65, TLR4 ve TRAF6 degiskenleri i¢in 0.001
anlamlilik diizeyinde, TICAM1 i¢in 0.05 anlamlilik diizeyinde fark bulunmustur. TBK1 i¢in
ise istatistiksel acidan anlamli fark bulunmamistir (p=0,502). , NSAII ilag
kullanip/kullanmama durumlarina gére MyD 88 degiskeni igin varyanslar farkli ¢ikmis ve

p<0.05 anlamlilik diizeyinde istatiksel analizde farklilik saptanmistir. Ornekler bel agrisi ve
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eslik eden radikiiler agr1 olmak iizere iki ana grup altinda degerlendirildiginde ise tiim

degiskenler icin istatistiksel analizde anlamli fark saptanmamustir (p>0.05)

Sonu¢: Calismamiz, daha oOnce literatiirde gosterilmemis veya tartismali bir sekilde
bildirilmis yorumlari, literatiiriin aksine net sekilde ortaya koymaktadir. Ozellikle ¢’innate
immiin sistemin’’ disk dejenerasyonundaki roliiniin ve bunun Modic dejenerasyon ile olan
korelasyonunun anlasilmasi, gelecekte hastalarin yonetimine ve tedavi siirecine dair ciddi

gelismeler saglayacaktir.

Anahtar sézciikler: immunoloji, Modic dejenerasyon, Toll benzeri reseptdr, Bel agrisi,

MyD88 bagimli yol, Dejeneratif disk hastaligi

Tletisim:myigitakgun@gmail.com
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ABSTRACT

Aim: One of the primary causes of low back pain is thought to be degeneration of the
intervertebral disc (IVD). The aim of the present study was to investigate the role of the
myeloid differentiation primary-response protein 88 (MyD88)-dependent Toll-like
receptor 4 (TLR4) signal pathway in the mechanism of IVD degeneration. In particular,
to determine the relationship between this pathway and modic degeneration which is
one of the main findings of disc degeneration; it will be important in increasing
theoretical knowledge and its use in the clinic. In this study, the relationship between

this pathway and drug use was tried to be revealed.

Method: The study was carried out in Istanbul University Cerrahpasa, Cerrahpasa
Medical Faculty Department of Neurosurgery and Physiology. A total of 88 adult male
patients who presented with low back pain and sciatalgia, showed signs of degeneration
after lumbar MRI evaluation, and had indications for surgical treatment for lumbar disc
hernia (LDH) were operated in our clinic. It is thought to contribute to the formation of
lumbar degenerative disc disease; MyD88-induced Toll-like receptor 4 signaling
pathway, in which adapter proteins such as CD4, IKKA, NF KBA and TRAF 6 play a
prominent role, was evaluated and its relationship with the degree of Modic type

degeneration was attempted.

Results: According to modic degeneration types; In the variance homogeneous group;
It was shown that NF-kBoa was different between at least two groups at 0.001
significance level, IRF 3 at 0.05 significance level and TICAM2 at 0.01 significance
level. There was no significant difference between the groups for CD4 (p = 0.092). In
the variance non-homogeneous group; IKKa, MYD88, NF-kB p65, TLR4 and TRAF6
were found to be significant at 0.001 significance level and TICAM1 at 0.05
significance level. There was no statistically significant difference for TBK1 (p =
0.502). According to the NSAID use / non-use status, the variances were different for
MyD 88 and p <0.05 was found to be statistically significant. When the samples were
evaluated under two main groups as low back pain and concomitant radicular pain, no

significant difference was found in the statistical analysis for all variables (p> 0.05).

Conclusion: Our study clearly demonstrates, unlike the literature, comments that have
not previously been shown in the literature or have been controversially reported. In
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particular, understanding the role of the innate immune system in disc degeneration and
its correlation with Modic degeneration will provide significant improvements in the

management and treatment of patients in the future.

“This study was funded by Scientific Research Projects Coordination Unit

of Istanbul University Cerrahpasa”
Project number: 27531

Keywords: Immunology, Modic degeneration, Toll-like receptor, Low back pain,

MyD88 dependent pathway, Degenerative disc disease

Contact:myigitakgun@gmail.com
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1. GIRIS ve GENEL BILGILER

Intervertebral disk (IVD), omurganim biyomekaniginde merkezi rol oynayan karmasik
bir kikirdak yapidir. IVD dogal yapisim kaybettiginde, dejenerasyona ugrayarak
biyomekaniginde degisiklikler goriilmekte ve potansiyel bir agri kaynagi oldugu
bilinmektedir (1). Asemptomatik IVD dejenerasyonu, yetiskin popiilasyonda, patolojik
bir durumdan ziyade yaslanmaya sekonder olusan bir durum olarak goriilmektedir.
Bununla birlikte, baz1 IVD dejenerasyonu vakalar1 asemptomatik iken, digerleri yasamin
erken yillarinda ciddi aksiyel bel agrisi ile birlikte ortaya c¢ikabilemekte ve bu tip
durumlarda patolojik olarak kabul edilebilmektedir (2).

Agrili IVD dejenerasyonundan kaynaklanan morbidite,toplum iizerinde ©nemli
olumsuz etkiler olusturmaktadir. IVD dejenerasyonunun karmasik mekanizmalari
hakkindaki bilgiler arttik¢a, dejenere olan intervertebral diskin yapisint ve fonksiyonunu
korumak ve hatta rejenerasyonu i¢in yeni tedavi yaklasimlari olusturmak miimkiin

olabilmektedir (3,4).

2. TARTHCE

Omurga problemleri ile ilgili bilgiler eski Misir, Yunan, Roma ve Araplara kadar
uzanmaktadir. Hipokrat (MO 460-377) sakrumdan baslayan kalcada lokalize olan,
uyluga yayilan bir agriy1r tanimlayan ilk hekimdir (5). Antik doneme iliskin yazilara
bakildiginda isim vermeden siyataljinin tanimlanmasina ragmen, bu terimi ilk
kullananlardan biri Shakespear’dir (6). Caelius Aurelianus 4. yiizyilda ilk defa siyataljinin
tanimin1 yapmistir. 1543’te Vesalius intervertebral diskin anatomisini tanimlamistir.
Kocherde 1806 yilinda post-mortem olarak ilk travmatik disk riiptiiriinii yayinlamustir.

IVD dejenerasyonunda olusan patolojik degisiklikler ilk kez 1824 yilinda Wenzel
tarafindan lomber diskde gosterilmistir. 1852°de ise Valleix siyatik sinir seyri boyunca
trigger noktalar1 tamimlamistir. 1911 yilinda, Goldtweight, kauda ekuina basisini,
Middieton ve Teacher, kauda ekuina basisina neden olan santral disk hernisini
aciklamislardir. 1920’lerde spinal patoloji ve disk dejenerasyonlarina yonelik arastirmalar
tekrar yogunlagsmaya baslamistir. Yaptig1 aragtirmalar ile vertebra ve disk patolojilerine
en fazla katki saglayan Alman bilim adami Christian Georg Schmorl(1861-1932)
olmustur. Vertebra ve diskin normal yapisini, yasa bagli gelisen degisiklikleri, aniiler
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yirtik tiplerini, vertikal ve posterior disk protriizyonlarin1 sistemik bir sekilde
tanimlamigtir. Literatlirde, 1940’lardan sonra bir¢ok yazar dejeneratif disk hastaligina
(DDH) ait bulgular1 radyografik olarak tanimlamis, ancak semptomatik dejenere iVD’in
olusturdugu klinik tablo DDH olarak 1970’lerde literatiire girmeye baslamistir. 1975'de,
Hijikata, perkiitan diskektomiyi, 1977'de, Caspar ve Yasargil, mikrolomber diskektomiyi
gelistirmiglerdir. Giiniimiizde ise siklikla mikrodiskektomi ve endikasyon dahilinde

endoskopik diskektomi girisimleri uygulanmaktadir (7,8,9).
3. INTERVERTEBRAL DiSK ANATOMISI

IVD insan viicudundaki en biiyiik avaskiiler yapidir. IVD’ler, omurga stabilitesini
saglayan ve omur gévdelerini birlestiren esnek eklemlerdir. Rolleri, viicut aktivitesi sirasinda
omurgaya uygulanan aksiyel basing kuvvetlerini emmek, yiik iletimini kolaylastirmak ve
omurganin ¢ok eksenli esnekligini saglamaktir. Genel olarak, IVD ii¢ yapidan olusur: niikleus
pulposus (NP), anulus fibrosus (AF) ve end plateler. NP, ekstraseliiler matriks ve igine
gomiilii kiiciik yuvarlak hiicreler iceren oldukca hidrate ve jelatinoz bir dokudur. NP
cepecevre AF ile cevrelenmistir. Her ne kadar hiicre ve matriks biyolojisi NP’dan farkli ise
de bu iki doku arasinda agik bir demarkasyon hatt1 yoktur. Diskin inferior ve superior yiizleri
kondrositik hiicreler i¢eren hyalin kartilajdan olusan end-plate ile vertebra korpusuna tutunur
(10,112).

3.1 Niikleus Pulposus

Intervertebral diskin merkez bolgesindeki NP, diske hareket kabiliyetini ve
kompressif yiikklenme altinda mekanik enerjiyi emme kabilyetini vermektedir. Kondrosit
benzeri hiicre olarak da bilinen hiicreleri iceren, olduk¢a hidrate ve jelatindz bir dokudur.
NP’un hiicre dis1 matriksi (ECM), negatif yiikli glikozaminoglikana (GAG) sahip olan
proteoglikandan olduk¢a zengindir. NP’deki su molekiilleri, hidrofilik glikozaminoglikana
sikica baglanmaktadirlar. Proteoglikanlar (en fazla agrekan), intervertebral diskin kuru
agirhigimin % 50'sini olusturmaktadir. Tip II kollajen ise, intervertebral diskin kuru agirliginin
% 25'ini olusturan, NP hiicre dis1 matriksinin diger 6nemli yapisal bilesenidir. Ayrica,

kollajen tip III, V, VI, IX ve XI da daha kiiglik miktarlarda bulunmaktadirlar. NP matriksi,



suyu baglama ve onkotik basing olusturma kapasitesi ve adaptasyonu ile kuvvetli basing

yiiklerine karsi direng saglamada en 6nemli yapilardan biridir (12).

Yuvarlak bir sitoplazmaya sahip kondrosit benzeri NP hiicreleri, eriskindeki NP un
matriksinde yer almaktadir. Agrekan ve kollajen tip II dahil olmak iizere yeni matriks
makromolekiillerini sentezleyerek matriksi koruma islevini gerceklestirmektedirler. Biiyiik,
vakumlanmis "notokordal hiicreler" NP iginde gen¢ yasta daha fazla olan ve yetiskin
IVD’lerde seyrek olan bir diger hiicre popiilasyonudur. Terminolojiye ragmen, hem NP
hiicrelerin hem de notokordal hiicrelerin notokorddan olustugu diisliniilmektedir. Bu
notokordal hiicreler, IVD’in gelisiminde rol oynuyor gibi gériinmekle beraber, yetiskinlerde
islevleri ve IVD dejenerasyonunun gelisimindeki dnemleri biiyiik 6lciide bilinmemektedir.
NP’da, difiizyon yoluyla; oksijenlenme ve beslenme saglanmakta, atik metabolizma
iiriinleride ayni sekilde difiizyon yoluyla uzaklagtirilmaktadir. NP, avaskiiler bir dokudur ve
ayrica innervasyondan da yoksundur. Bu o6zellikleri ile hyalin eklem kikirdagina da

benzemektedir (13,14).
3.2 Anulus Fibrosus

NP c¢epecevre AF ile c¢evrelenmistir. Fibroz halkalar seklinde siralanan lameller,
agirlikli olarak tip 1 kollajen igermektedir. NP nin aksine, AF’de yaklasik% 66 oraninda
kollajen bulunmaktadir. Bu kollajen lifleri, ters yonde yonlendirilmis bitisik lamellerle
omurganin eksenine gore 60 derecelik bir aciyla gizli lameller iginde paralel olarak
diizenlenmektedir. AF; kollajen tip 1 ve 3'ten zengin ve daha az miktarda tip 2 kollajen,
proteoglikanlar ve elastin igeren 15-25 konsantrik lamel ile karakterize heterojen bir
fibrokartilajen6z dokudur (15).

Mimarisi ve hiicre dis1 matriks kompozisyonu, vertebral diizey ve intradiskal bolgenin
fonksiyonuna gore degisir. Dis AF, her biri paralel tip 1 kollajen lifleri ile olusturulan bir dizi
es merkezli lamelden olusur. Bu lifler, gerilme mukavemeti saglayan a¢ili bir yap1
olusturmak amaciyla lameller arasinda degisen oblik agilarla yonlenim olusturmaktadirlar. I¢
AF, dis AF ve NP arasinda bir ge¢is zonu olusturmaktadir. Dig AF ile karsilastirildiginda,
interlamellar matriksi icinde daha yiiksek oranda tip 2 kollajen ve proteoglikan icermekte ve

boylelikle, kompresyon yiiklenmesine karsi direng saglamaktadir (16).



Ozetle AF'nin birincil islevi; uygulanan ozmotik basincin NP tarafindan muhafaza
edilmesini ve IVD'nin gerilme mukavemetini saglamaktir. Kollajen tip 1 ve tip 2 gerilme
kuvveti olusmasinda ve disk dokusunun kemige tutunmasinda anahtar rol iistlenmektedir. Ote
yandan, diskin doku hidrasyonunu, kondroitin ve keratin stilfat zincirlerinin yardimiyla ana
proteoglikan olan agrekan sayesinde siirdiiriilmekte ve bdylelikle ozmotik basinci
korunmaktadir. AF, avaskiilerdir ve en dig kismi harig¢, saglikli bir intervertebral diskte
innervasyona ugramamaktadir. NP gibi, metabolitlerin taginmasi biiyiik oranda difiizyona

dayanmaktadir (17).
3.3 intervertebral End Plateler

End plateler, saglikli bir yetiskinde, intervertebral diski daha yukariya ve daha asagiya
baglayan hiyalin kikirdaktan olusan diskoid yapilardir. Yetigkinlerin end plateleri, omur
govdelerinin gelisimi sirasinda aktif olan fizis kalintilaridir. Omurlar arasi diskin beslenme
gereksinimleri, vertebra govdesinin kanselloz kemigindeki kapiller yataklardan, end

platelerden ve NP’den difiizyonla karsilanmaktadir (11, 18, 19, 20).

Sekil 1: Intervertebral Disk Anatomisi Sematize Edilmis Sekilde
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4. INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU
4.1 Epidemiyoloji

IVD dejenerasyonu, yetiskin popiilasyonun biiyiik bir béliimiinii etkileyen bir
yaslanma siireci olarak kabul edilmektedir. Bazi durumlarda asemptomatik olabilmesi ve
detayli degerlendirme i¢in manyetik rezonans goriintileme (MRG) gerektirmesi sebebiyle,
epidemiyolojik olarak degerlendirilmesi zor olmaktadir. Sonug¢ olarak, yetiskinlerde IVD
dejenerasyonunun radyografik 6zelliklerinin prevalansinin tahmini degerleri, T2 de azalmis
sinyal intensitesi i¢cin % 9 ila % 85 ve yiikseklik kaybi i¢in % 3 ila % 56 arasinda
degismektedir. IVD dejenerasyonu sadece morbidite ile sonuglandi zaman klinik olarak
onemli hale gelmektedir veaksiyel bel agrilarinin % 39'unu olusturdugu tahmin edilmektedir.
Aksiyel bel agrisinin, ABD'de yillik 100 milyar dolarin iizerinde bir ekonomik etkiye sebep
oldugu tahmin edilmektedir (21).

4.2 Etyoloji

IVD dejenerasyonunun altinda yatan nedenler genellikle multifaktoryeldir. Cevresel
faktorler (yas ve sigara kullanimi, vibrasyon, travma, agirlik kaldirma ve agir iste ¢alisma)
onemini korumasina ragmen, genetik ve herediter faktorlerin disk dejenerasyonu ve bel agrisi
icin ¢ok daha dnemli bir predispozan faktor oldugu diistiniilmektedir. Finlandiya’da yapilmus,
monozigotik ve heterozigotik ikizleri karsilastiran ¢alismada, {ist lomber omurgada VD
dejenerasyonunun % 61'inin ve alt lomber omurgada IVD dejenerasyonunun % 34'iiniin

ailesel kalitimla, ¢evresel ve herediter faktorlerin ortak etkisi ile kaynaklandigini gostermistir
(22).



Bir diger ¢alismada ise, lomber ve servikal IVD dejenerasyonu igin % 73 — 74
oranlarinda herediter faktorlerin rol oynadigi bildirilmistir. Aile ¢aligmalarina ek olarak
genetik arastirmalar da disk dejenerasyonuna 1sik tutmustur. Kollajen 1 (COL1A1), 9
(COL9A2 ve COL9A3), 11 (COL 11A2), MMP-3, IL-1, IL-6, vitamin D reseptorii, kartilaj
intermediate tabaka proteini, hyaluronan ve proteoglikan link protein 1 genlerininin hepsinin
disk dejenerasyonu ile iligkili oldugu saptanmistir. Tiim bu faktorlerin yani sira, intervertebral
disk dejenerasyonunun en temel nedeni, diskin yapisi ve biyolojisinin bircok modern insanin
omrii boyunca islevini siirdiirmede yetersiz kalmasidir. Intervertebral diskteki fizyolojik ve

biyomekanik olaylarin , dejenerasyonu baslatan hiicresel strese neden olduklar1 bildirilmistir

(23).
4.3 Patogenez

Dejeneratif IVD’leri tanimlamak icin IVD dejenerasyonun patofizyolojisinde belli
basli kriterler belirlenmistir. Bu kriterler; 1) 6zellikle NP'de artmis tip 1 kollajen {iiretimi, ii)
azalmis agrekan iiretimi, iii) matriks metalloproteinazlar (MMP) ve ADAMTS aileleri gibi
matriks bozunur enzimlerin diizenlenmesi, iv) timor nekroz faktorii (TNF) ve interlokin-1
(IL1) gibi inflamatuar sitokinlerin daha fazla saptanmasi, ve v) sinir biiylime faktorii (NGF)
ve brain derived norotrofik faktér (BDNF) gibi biiylimedeki ndral promoterlerin varligi.
Sonug olarak, IVD dejenerasyonunda en énemli biyokimyasal degisim ECM kaybidir. Bu
kayip NP'den baslamakta ve esas olarak proteoglikan ve tip 2 kollajende ki iiretimin

azalmasiyla devam etmekte ve hiicre fenotipi degisimi ile sonlanmaktadir (24).

Disk dejenerasyonunun ilerlemesi, notokordial hiicrelerini (NH) koruyan diger
tiirlerin aksine, NH'lerin yerini olgun niikleus pulposus hiicrelerin (ONPH) aldig1; insan ve
diger tiirlerde sik goriilmektedir. Diger taraftan, NH'lerin ONPH'lere gore metabolik olarak
daha aktif olduklari; oksijen oranlar1 ve laktat iiretiminin yani sira glikoz tiiketimininde de
ONPH'lerden daha yiiksek oldugu bilinmektedir (25). Guehring ve ark. NH'lerin
ONPH'lerden daha fazla besin ve enerjiye ihtiya¢ duyduklarini ve daha az direngli olduklarini
gostermistir. NP ve i¢ AF vaskiiler beslenmeden yoksundur; bu sebeple biyosentetik
aktivitelerini siirdiirmek i¢in NP hiicreleri HIF-1a ekspresyonunu devam ettirmektedirler.
HIF-1a yolunun insan NP hiicrelerinde NOTCHI1 yoluyla P tipi kollajen ve agrekan
ekspresyonunu diizenledigi saptanmistir. Boylece hipoksi, HIF-1a'ya bagl bir sekilde bir



doku inhibitérii olan metalloproteinaz-1'in ekspresyonunu arttirmaktadir. MMP'ler ve
bunlarin inhibitorleri olan TIMP'ler ise, ECM dongiisliniin 6nemli diizenleyicileri arasinda

yer almaktadir (26).

Vaskiiler yataklarin yogunlugu ve biitiinliigii yasla birlikte azalmakta ve tiirden tiire
degisim gostermektedir. Beklendigi gibi, disk yaralanmalari, subkondral end plate sklerozu
ve mekanik etkiler, kapiller yatagin ve/veya subkondral end plate in yapisini bozmakta,
besinlerin disk tarafindan absorbsiyonunda 6nemli etkilenmelerle sonuclandigi bildirilmistir.
Besin desteginde ki azalmanin disk dejenerasyonu progresyonu iizerindeki etkisi, uzun

zamandan beri bilinmektedir (27).

Sigara ve ateroskleroz gibi diskin vaskiiler yatagini bozan ve bdylelikle beslemesini
sinirlayan faktorler ve yashilikta ve bazi disk bozukluklarinda goriilen ve gecirgenligi
azaltarak Dbesinlerin diske tasinmasini engelleyen end plate kalsifikasyonu, disk

dejenerasyonu ile iliskilidir (28).

Disk dejenerasyonunun erken asamalarinda, agrekan iceriginin azalmasi ile, yiik
yogunlugu azalmakta ve diskin kompresyon yiiklerine kars1 gelme kapasitesi azalmaktadir.
Agrekan miktarindaki azalma, disk innervasyonunun artmasina neden olabilmekte, bu da
genellikle disk dejenerasyonu ile iligkili olan diskojenik sirt agrilarina neden olmaktadir (29).
Agrekan miktarinda ki azalmanin haricinde disk dejenerasyonu diger mekanizmalarla da bel
agrisina sebep olabilmektedir; lateral protriizyonlara sekonder kok basisi, disk yilikseklik
kaybma sekonder faset eklemlere binen yiikiin artmasi ile bu bolgede meydana gelen
dejenerasyon. AF iginde agrekan fragmantasyon seviyeleri de yasla birlikte artmaktadir.
Agrekan seviyelerinde azalma kismen azalan sentez kapasitesine bagli olabilmekte, ancak

esas olarak ECM bozunmasi ile iligkili olmaktadir (30).

Artan yas ve dejenerasyon ile disk yapisi diizensizlesir; halka seklinde lameller yap1
diizensiz hale gelir ve agrekan yikimi hidrasyon kaybina neden olur, bu da vertebralar
arasindaki bosluklarda ilerleyici kayba yol acar. Agrekan konsantrasyonunda ki diisis,
bliytime faktorleri ve sitokinler gibi biiyiik molekiillerin diske penetrasyonuna neden
olmaktadir. Ek olarak, intervertebral diskteki agrekan, sinir biliylimesini inhibe eder ve
duyusal sinir uyarimimi azaltir, bu da agrekan kaybinin, vaskiilarizasyona ve diskin

innervasyonunda artisa neden olabilecegini diisiindiirmektedir (31).



Enflamasyonun molekiiler aracilar1 patolojik disk dokularinda bulunur. Interlokin-1
beta (IL-18) ve TNF-a, IL-6, IL-8, IL-17 ve interferon gama (IFNy)’nin dejenerasyonun
derecesi ve sirt agrisinin siddeti ile iliskili oldugu gosterilmistir. Dejenere olmus disklerdeki
yapisal degisiklikler ve artmis vaskiiler ve noral i¢ biliyiime kronik bel agrisiyla yakindan

iliskilendirilmektedir (32).

Ayrica otoimmiin komponentinde disk dejenerasyonu ile giiglii bir iliski icerisinde
oldugu gosterilmistir. Saglikli IVD'ler avaskiilerdir ve NP, immiin sistemden gizlenerek, AF
icinde yer almaktadir. Dairesel catlaklar boyunca artanvaskiilarizasyon, dejenere olmus
diskin bagisiklik sistemi hiicreleriyle temas etmesini saglar ve disk proteinlerinin epitoplari

veya bozunma {iriinleri otoimmiin bir reaksiyonu tetikleyerek dejenerasyonu baslatirlar (33).

6 aylik gozlem siiresince uygulanan prospektif bir vaka kontrol ¢alismasinda TNF-o
pozitif bireylerin oraninin, bel agrisi grubunda kontrol grubuna goére daha fazla oldugu
gosterilmis ve bel agrisinda TNF-a i¢in olas1 bir patofizyolojik rol ortaya konmustur. Diger
deneysel arastirmalar, sinirsel biiyiime faktoriiniin aksonal biiylimeyi indiikledigi ve
substance P {retimini arttirdigi i¢in, dejeneratif NP’den ekstre edilen sinir biiylime

faktoriiniin agr1 iletiminde rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (34).

Proinflamatuar sitokinler ve katabolik biiylime faktorleri gibi molekiillerin
regiilasyonu ile birlikte, ECM'nin homeostazisi; ECM bilesenlerinin ( prostoglandinin [PG]
bliylik hidratlanmis agregatlarini, esas olarak agrekani smirlayan kollajen fibrilleri
icermektedir) parcalanmaya baslamasiyla birlikte dejeneratif, katabolik yola dogru egilim
gostermektedir (35). Enflamasyonun molekiiler medyatorlerinin = yiikselmis seviyeleri
patolojik disk dokusunda tanimlanmistir ve dejenerasyon derecesi ile korelasyon gosterdigi
gosterilmistir. [VD'nin ilerleyici patolojisine katkida bulunabilecek degisiklikler; nitrik oksit
(NO) ve prostaglandin iiretimi, metalloproteinaz ekspresyonu ve apoptozis diizenleyeci rolleri
olan IL-1B ve TNF-a i¢in benzer sonuglar gézlenmistir. Bu nedenle, IVD dejenerasyonunun
onlenmesi ve tedavisi igin proinflamatuar sitokinler ve matriks metalloproteazlarinn
iiretilmesinden sorumlu sinyal yolunun 6nemli noktalarii belirlemek ve inhibe etmek ¢ok

onemlidir (36).



Sekil 2: Intervertebral disk dejenerasyonun da dejeneratif cember kavramu.

Intervertebral diskin homeostazi, hiicrelerin, hiicre disi matrikslerin ve biyomekanik stresin

etkilesimine baglhdir. Bu denge bozulursa, hiicreler proteoglikanlar liretmeyi durdurur, bu

hidrostatik basincta bir azalma saglar ve hiicrelerdeki kayma kuvvetlerini arttirir. Kesme

kuvvetlerinin artmasi proteoglikanlarin Uretimini daha da azaltir ve ilerici dejenerasyona yol

agar.
Matriks Selltler
Stress ' Fizyoloji
Biomekanikler Hiicreler
Hidrostatik Kesme Notokordal # Nikleer
Basing # Kuvveti Hiicreler Kondrositler
Anabolizma
Azalmig ‘l’
intradiskal Ekstrase"uler Katabolizma

Basing

Matriks

Proteoglikan
+ > Coll. Tip |
Coll. Tip Il



Sekil 3: Matriks anabolizmasi ile katabolizmasi arasindaki denge, intervertebral disk

dejenerasyonunda degismistir.

Mediatorler;
TGF-B / IGF-1
BMPs
Kollajenler
Mediatorler;
Proteoglikanlar
MMPs / ADAMTS
TIMPS

Prostoglandinler

Sitokinler

(ADAMTS, disintegrin ve metalloproteinaz eslik eden thrombospondin motifleri; BMPs, kemik
morfojenik proteinler; |GF-1, insiilin benzeri biiyiime faktori 1, IL-1, interlokin-1; MMPs, matriks
metalloproteinaz; TGF-4, transforme edici biiyiime faktorii 5; TIMPs, doku metalloproteinaz inhibitorii; TNF-a,

tiimor nekrotize edici faktor a.)
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IVD dejenerasyonunu tedavi etmek zordur, ¢iinkii intervertebral diskler makroskopik
olgekte rejenerasyon kapasitesine sahip degildirler. VD dejenerasyonunun patolojik ve
radyografik belirtileri tezahiir ettiginde, bu degisiklikler geri doniisiimsiizdiir ve siklikla
ilerleyicidir. Bu nedenle tedaviler konservatif yaklasimlardan, fiizyon dahil major cerrahiye
kadar genis spektrumda yer almaktadir. Ancak bu tedaviler ile IVD’in yapisim ve
fonksiyonunu eski haline getirmek pek miimkiin olmamaktadir. Rejeneratif yetenek
eksikliginin, intervertebral diskin avaskiiler dogast ve benzer sekilde difiizyon yoluyla elde

edilen sinirli beslenme ile ilgili olabilecegi teorisi yapilmistir (37,38).

Makroskopik rejeneratif kapasitesi olmamasina ragmen, intervertebral disk statik bir
organ degildir. Saglikli intervertebral diskin hiicre dis1 matriksi, matriks anabolizmas1 ve
katabolizmasini igeren bir denge durumunda bulunmaktadir. Bu anabolik aktivite, matriksin
en azindan mikroskobik bir seviyede “rejenerasyonu” olarak degerlendirilebilir. VD
dejenerasyonu i¢in deneysel rejeneratif tedaviler arasinda, dejenere olan diskteki intrinsik
anabolik yolaklar1 upregiilasyon yoniinde tesvik ederken, digerleri ise dejenere olmus diski,

extrinsik hiicreler ve diizenlenmis dokularla takviye etmeyi amaglamaktadir (39).
5. INTERVERTEBRAL DiSK DEJENERASYONU VE AGRI

Bel agrisi, genel popiilasyonda ¢ok yaygin multifaktoryel bir hastaliktir; vakalarin %
30" unda kroniklesir, verimlilik kayb1 ve artan saglik bakim maliyetleri nedeniyle biiyilik
ekonomik etkiye neden olmaktadir. Agri; yaslanma, mekanik stres ve genetik yatkinlik ile
iliskilidir ve hastalarin yaklasik % 40''nda disk dejenerasyonuna baglanmaktadir. Ayrica
kronik bel agrisinin patogenezinde, otoimmiin komponent ile gii¢lii bir iliski icerisinde

oldugu gosterilmistir (40, 41).

Bel agris1 tiim iilkelerde toplumlarin genelini ilgilendiren, toplumlarda is gérmezlige
ve saglik hizmetlerinin sik olarak kullanilmasina neden olan o6nemli bir halk saglig
sorunudur. Yillik prevalansin %22-65 ve yasam boyu prevalansin ise %11-84 arasinda

degistigi bildirilmistir. Tepe prevalans degeri ise 35-55 yaslar1 arasinda gozlenmektedir (42).

Bel agrisinin ana nedeni, intervertebral disk dejenerasyonudur. Kartilajinz end plate
dejenerasyonu potansiyel olarak diskin dejeneratif degisikligine neden olabilmekte veya bu

siireci hizlandirabilmektedir. Kesin mekanizmasi bilinmemekle beraber, arastirmalar,
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inflamatuar mediatorlerin  kartilajindz endplate dejenerasyonunda Onemli bir rol

oynayabilecegini gostermistir (43).

Crock, NP’de enflamatuar faktorlerin difiizyonunun kartilajindz end plate
inflamasyonuna ve daha sonra dejenerasyona neden olabilecegini gostermistir. Bu, disk
herniasyonu olan hastalar i¢in kemoniikleozis sonrasi komsu end platelerde Modic
degisikliklerin gosterildigi iki klinik ¢alisma ile desteklenmistir. Ohtori ve arkadaslari,
MRG'de saptanmig modic degisikliklere sahip hastalarin kartilajin6z end platelerinde ki
tiimor nekrozis faktdr-immiinoreaktif hiicrelerinin normal kartilajindz end platelere gore daha

yaygin oldugunu bulmuslardir (44, 45).

Intervertebral diskin dejenerasyonu sirt / boyun ve radikiiler agrinin en biiyiik
sebebidir. Disk hiicrelerinin kendileri tarafindan salgilanan TNF -a, IL -1 a / 3, IL-6 ve IL-17
gibi enflamatuar sitokin seviyelerinde yiikselme ile karakterize edilir; bu sitokinler matriks
bozulmasini, kemokin tiretimini ve hiicre fenotipindeki degisiklikleri tesvik etmektedir.
Katabolik ve anabolik cevaplar arasinda ortaya ¢ikan dengesizlik dejenerasyonun yani sira

herniasyon ve radikiiler agriya da yol agmaktadir (46).

Dejenere disklerden kemokinlerin salinimi, T ve B hiicrelerinin, makrofajlarin,
ndtrofillerin ve mast hiicrelerinin infiltrasyonunu ve aktivasyonunu arttirmakta ve boylelikle
enflamatuar kaskad: daha da giliclendirmektedir. Diske immiinosit gogiine dorsal kok
ganglionundan kaynaklanan mikrofraktiirler ve sinir liflerinin ortaya ¢ikmasi eslik
etmektedir. Bu enflamatuar ortamda, Ozellikle NGF ve BDNF’deki dorsal kok
gangliyonlarinda agr ile iliskili katyon kanallarinin ekspresyonunu uyarirlar. Bu kanallarin
depolarizasyonunun diskojenik ve radikal agrilar1 arttirdigi ve sitokin aracili dejeneratif
kaskad1 giiclendirdigi diistiniilmektedir. Birlikte ele alindiginda, sitokinlerin ve immiin
hiicrelerin katabolik ve nosiseptif siireclere katkisinin daha iyi anlagilmasi semptomatik disk

hastaliginin tedavisi i¢in yeni hedefler saglamaktadir (47,48).

Inflamatuar sitokin IL-1B, osteoartrit ve intervertebral disk dejenerasyonunda énemli
rol iistlenen yaygin bir proinflamatuar faktordiir. IL-1p, oncii ve inaktif formu olan pro- IL-1
olarak sentezlendikten sonra; aktif formuna doniismesi i¢in amino terminal bdlgesinin
kaspaz-1 tarafindan boliinmesi gerekmektedir. Kaspaz-1 aktivasyonu, enflammazomlar
olarak tanimlanan dogal immiinkompleksler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilmektedir.
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Adaptor protein ASC ile birlikte NLR aile tiyesi NLRP3 (NACHT, LRR ve PYD alanlar1
iceren protein 3), kaspaz-1'i enflammazomlar ile birlestirerek aktive edebilmekte ve olgun IL-

1B 'ninsekresyonuna yol agabilmektedir (49).

Lomber intervertebral disk dejenerasyonu, semptomatik sirt agris1 olan hastalarin
hemen hepsinde bulunmaktadir. Asemptomatik bireyler lomber MRG modalitesi ile
incelendiginde siklikla disk dejenerasyonu bulunmaktadir. Konvansiyonel diislince yapisina
gore, disk dejenerasyonunun bel agrisinin etiyolojisinde 6nemli bir rol oynamasi demek,
asemptomatik bireylerde disk dejenerasyonunun nadir gériilmesi gerektigini one stirmektedir.
Bu baglamda asemptomatik disk dejenerasyonu bilinmezligi cergevesinde, bel agrisinin
baskin nedeninin mekanik silirecler sonucunda disk dejenerasyonuna bagli oldugu

gorilmistiir (50).

Akut agr1 durumlarinda nosiseptif faktdrler biiyiik rol oynamaktadirlar. Omurgadaki
cesitli yapilar, innervasyonlarina goére agrinin kokenini olusturabilmektedir, ancak
anormalliklerin klinik yorumunu sadece anatomik verilere gére yapmak hastaligin dogal seyri
icerisinde pek miimkiin gériinmemektedir. Kronik agrida, psikososyal boyutlarda énemli hale
gelmekte ve insanlarin bel agrisina nasil tepki verdigini aciklamada 6nemli rol oynamaktadir.
Bununla birlikte, agrinin olasi1 nedenleri veya gelisimini ve sonraki seyrini etkileyebilecek

birgok faktor tanimlanmigtir (51).

Biiytik populasyon 6rneklerinde yapilan kesitsel ¢alismalardan elde edilen bulgular,
bel agris1 ile klinik goriintiilemelerle elde edilen lomber disklerin dejenerasyonuna ait
bulgular arasinda anlamli bir iligki oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, meta-analiz bir
derlemede, MRG ile tanimlanan lezyonlarin higbirinin bel agrist nedeni olarak
belirlenemeyecegi, ¢linkii bu tiir MRG anormalliklerinin asemptomatik olan bireylerde de

oldukga yaygin oldugu bildirilmistir (52).

6. INTERVERTEBRAL DISK DEJENERASYONU VE
CINSIYET

Lomber dejeneratif disk hastalig1 olan hastalarin; agri1 deneyimi, fonksiyonel alg1 ve
saglikla ilgili yasam kalitesi agisindan cinsiyet farkliliklarina odaklanan ¢aligmalarin sayisi
giderek artmaktadir. Literatiirde cinsiyet farkliliklarina iligkin preoperatif semptom ve
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bunlarin siddeti ayn1 zamanda postoperatif semptomlarda ki rahatlama ve bunlarin cinsiyete
gore ayrimi giderek artan siklikla yapilmaya devam etmektedir. Ayrica immiin sistem
elemanlar1 ve bunlarin enflamatuar olaylara cevabinda, cinsiyete gore oldukga farkli yanitlar
goriilebilmektedir. Ozellikle hormonal faktdrlerin, farkli yanitlar goriilmesinde énemli rol
aldig1 bildirilmistir. Bu nedenle ¢alismamizda IVD dejenerasyonuna sekonder gelisen immiin
yanitlart etkilememesi sebebi ile kadinlar calismaya dahil edilmemis, sadece erkek disk

materyalleri inceleme altina alinmigtir (53, 54).

7. INTERVERTEBRAL DISK DEJENERASYONU VE MRG
BULGULARI

MRG, DDH tanisinda en sik kullanilan goriintileme yoOntemi haline gelmistir.
Bununla birlikte, DDH''n MRG bulgularinin, klinik semptomlarla korelasyonu tam olarak
anlagilamamistir. DDH i¢in standart MRG protokolii tipik olarak iki boyutlu (2D) sagital T1
agirlikli (T1A) hizh spin eko (FSE), sagital T2 agirlikli (T2A) FSE ve aksiyel T2A FSE
goriintiileri  icermektedir. MRG'de disk dejenerasyonu, intraniikleer T2A sekansta

hiperintensitede azalma ve ardindan disk yiiksekliginde kayip olarak kendini gostermektedir
(55).

Sekil 4: Dejenerasyonun sematik gosterimi ve karsilik gelen aksiyel T2A FSE MR

disk goruntileri; (a) bulging (oklar), (b) protriizyon (oklar), (c¢) ekstridasyon (ok) ve (d)

sekestrasyon (ok).

a) b) c) d)
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Sekil 5: (a) Aksiyal diizlemdeki disk hernisi potansiyel bolgelerinin sematik gdsterimi.

(b) median / santral disk ekstriidasyonunun (ok), (¢) parasantral / resses genis tabanli

protriizyonun  (0k), (d) foraminal genis  tabanli  protrizyonun  (ok)  ve

(e)  ekstraforaminal  disk  herniasyonunun T2A FSE MR  goruntiileri(ok).
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MRG'deki end plate degisiklikleri ilk olarak 1980'lerde tanimlandi ve Modic ve ark.
tarafindan altta yatan kemik iligi sinyal degisikliklerine gore ti¢ tipte siniflandirildi. Modik tip
1 degisiklikleri, kemik iliginin stres reaksiyonuna cevabi sonucu, T1A sekanslarda
hipointense ve T2A sckanslarda hiperintense olarak goriilmektedirler. Perkiitan biyopsiler
sonucunda, altta yatan patomorfolojik degisikliklerin, subkondral kiriklardan ve
hematopoetik kemik iliginin yerini alan vaskiilarize fibréz dokulardan kaynaklandigi
gosterilmistir. Modic Tip 2 degisiklikleri T1A sekanslarda hiperintens ve T2A sekanslarda
izointens veya hiperintens olup kirmizi kemik iligindeki yagl degisiklikleri gostermekte; ve
Tip 3 degisiklikleri ise T1A ve T2A sekanslarda hipointens olup subkondral kemik

sklerozunu gostermektedir (56).

Modic degisikliklerin ilerlemesi mutlaka tip 1'den 3'e kadar diizenli sekilde olmak
zorunda degildir ve hatta Modic tip 1 degisikliklerin normal kemik iligine bile doniisebilecegi
bildirilmistir. Modic degisiklikler agrili lomber disk hastalig1 igin spesifitesi yliksek (% 97),
ancak sensivitesi diisiik (% 23) olarakdegerlendirimektedir. Tip 1 ve 3 degisikliklerinin bel
agrist ile (% 73) tip 2 degisikliklerden (% 11) daha yakin iligkili oldugu ayrica bildirilmistir
(57).

Modic Tip 1 Modic Tip 2 Modic Tip 3

T1A goruntu

T2A goruntu

Sekil 6: Sagital T1A ve T2A MR goriintiileri farkli Modic degisikliklerini gdstermekte.

Tip I, kemik iligi 6demini temsil eder (T1A hipointense, T2A hiperintense); tip II. vagh

kemik iligi degisimini temsil eder (T1A hiperintense, T2A hiperintense):; tip III. kemik

sklerozu varligini gosterir (T1A hipointense, T2A hipointense).
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Genel olarak, bel agrist olan hastalarda modic dejenerasyonu (MD) prevalansinin
yiikseldigi gosterilmistir. (bir meta-analiz ¢alismada agris1 olan hastalarda prevalansin % 43
iken asemptomatik popiilasyonda ise prevelans yalnizca % 6 olarak saptanmitsr1). MD alt
lomber seviyelerde (L4 - S1) daha yaygin goriiliirken daha siddetli semptomatolojiye neden
olmaktadir. Genellikle vertebralarin anterior 1/3’1liikk boliimiinde diske simetrik olarak kranio-

kaudal dogrultuda goriilebilmektedirler (58).

MD tip 1 zaman iginde MD tip 2’ye ve son olarak MD tip 3'e doniisebilmektedir.
Lezyonlarin yaklasitk % 20'si mikst tip MD tip 1 / 2 veya MD tip 2 / 3 olarak
gortilebilmektedir. MD igin risk faktorleri arasinda; disk / end plate hasar1 (dejenerasyon, disk
herniasyonu), sistemik faktorler (sigara igme, yaslanma, erkek cinsiyet, genetik) ve asiri

yiikleme (obezite, spinal deformiteler, yiiksek is yiikii) bulunmaktadir (59).

MD'nin agrili olduguna dair klinik kanitlara ragmen, MD'nin etiyolojisi ve
patobiyolojisi bilinmemektedir. MD ile dejeneratif disk arasinda giiglii bir iligkili olmasina
ragmen, dejeneratif disk hastalig1 olan bazi hastalar MD gelistirirken ve bazilarinin ise neden
gelistirmedigi hala belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte MD gelisme egiliminin
kemik 1iligi bilesimi - fonksiyonu ve bunun end plateler iizerinden diskle iletisim halinde

olmasi1 kuvvetle muhtemel mekanizma olarak karsimiza ¢ikmaktadir (60).

Toll benzeri reseptorler (TLR) iizerinden dejenere disklerde goriilen immiin ve
inflamatuar siire¢, komsu end plateleride etkilemekte ve TLR/MyD88 bagimli yolagin disk
dejenerasyonundaki onemli roliiniin MD i¢inde ayni sekilde devam ettigi diisiiniilmektedir.
Literatiirde insan diskinde bu siireci gosterecek bir ¢aligma olmamasi ve MD’te bu yolagin
etkisinin kanitlanmasinin siirecin ydnetimine ve potansiyel tedavi hedeflerine olusturacagi

direkt etki, bu konunun 6nemini daha da arttirmaktadir (61).

Ozet olarak, MD icin bes asamali patojenik bir siirec ngdriilmektedir: (1) end plate
hasar1 (travma, dejenerasyona sekonder mekanik hasar), (2) disk bilesenlerinin kemik iligi
hiicrelerine karigarak steril bir immiin yanit tetiklemeleri; (3) diskten kaynaklanan
inflamasyonun otoimmiin yaniti cevabi arttirmasi; (4) MD tetiklenmesi; (5) MD ortaminin,

end plate hasarini kotiilestirerek kisir bir dongiiye sebep olmasi (62).
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8. TOLL BENZERI RESEPTORLER VE ENFLAMASYON

Toll benzeri reseptor (TLR) 4 ligandinin, lipopolisakkaritin (LPS), TLR4 ile
birlesmesi, memelilerde asagi dogru iki hiicre i¢i sinyallesme yolunu aktive etmektedir;

miyeloid farklilasma primer yanit geni (MyD) 88 bagimli ve bagimsiz yollar (63).

Toll-benzeri reseptor 4 (TLR4), dogustan gelen bagisikligi (innate immunity), spesifik
bagisiklikla iliskilendiren klonlanmis bir transmembran sinyal reseptordiir. Esas olarak
bakteriyel lipopoli-sakkaritin (LPS) transmembran sinyal transdiiksiyonuna aracilik
etmektedir. TLR4'lin ligandlara baglanmasi ile birlikte niikleer faktor-kappa B (NF-kB)
aktive olmakta, immunite ve bagisiklikla ilgili gen ekspresyonunu diizenlenmektedir.
TLR'ler, zarar gormiis model molekiilleri (DAMP) taniyip ve bir araya geldikleri zaman, bu
kompleks hemen asag1 akim sinyal yolagini tetiklemekte ve transkripsiyon faktorlerini aktive
etmektedir. Boylelikle inflamasyonun gelismesini ve ilerlemesini indiiklemektedirler (64,

65).

Caligmalar, TLR araciliginin esas olarak; Toll benzeri reseptdr- aracili miyeloid
differansiasyon yanit protein 88 bagimli NF-kB (TLR4 / MyD88 / NF-kB) sinyal yoluyla
saglandigin1 gostermistir. Dogustan gelen bagisiklik sistemi mikroplarin ilk tespiti i¢in
germline kodlanmis model tanima reseptorlerini (PRR'ler) kullanir. PRR'ler, patojenle iliskili
molekiiler paternler (PAMP) olarak bilinen mikroplara 6zgii molekiilleri ve DAMP olarak
adlandirilan hasarli hiicrelerden kendi kendine iiretilen molekiilleri tanimaktadir. PRR'ler, tip
I IFN ve inflamatuar sitokinler gibi diger mediyatdrlerin iiretilmesi ile dogustan gelen
bagisiklik tepkimelerinin indiiksiyonuna yol acan sinyal yollarin1 aktive etmektedir. Bu
stirecler sadece inflamasyon gibi konagin savunma yontemlerini tetiklemekle kalmaz, aym
zamanda antijene 6zgli adaptif immiin yanitlar1 diizenler. Bu yanitlar, enfekte mikroplarin
temizlenmesinde ve ayni zamanda antijene 6zgii adaptif bagisiklik yanitlarinin olugsmasinda

cok dnemlidir (66, 67).

Memeliler TLR'ler, RIG-I-benzeri reseptorler (RLR'ler), Nod-benzeri reseptorler
(NLR'ler), AIM2-benzeri reseptorler (ALR'ler), C-tipi lektin reseptorleri (CLR'ler) ve cGAS
gibi hiicre i¢i DNA sensorleri dahil olmak iizere birka¢ farklt PRR sinifina sahiptir. Bunlar

arasinda, TLR'ler ilk belirlenen ve en iyi karakterize edilen grup olmustur. TLR ailesi,
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insanda 10 adet (TLR1-TLR10) ve farede 12 adet (TLR1-TLR9, TLR-TLR13) olarak
bulunmaktadir. TLR'ler hiicre yiizeyine veya endoplazmik retikulum (ER), endozom, lizozom
veya endolizozom gibi hiicre i¢i boliimlere lokalize olurlar ve lipid, lipoprotein, protein ve

niikleik asit gibi farkli veya ortiisen PAMP'leri tanirlar (68).

Her bir TLR, PAMP tanimasina aracilik eden 16sin bakimindan zengin tekrarlar
(LRR'ler) igeren bir ektodomain, bir transmembranel domain ve agagi akis sinyalini baglatan
bir sitoplazmik Toll / IL-1 reseptorii (TIR) domain alanlarimi igermektedir. PAMP'lar ve
DAMP'lerin taninmasi tizerine TLR'ler, konak¢iyr mikrobiyal enfeksiyondan koruyan tip I
IFN'ler, sitokinler, ve kemokinlerin ekspresyonunu diizenlemek i¢in NF-kB, interferon
diizenleyici faktor (IRF) veya mitojen ile etkilesen protein (MAP) kinazlarin aktivasyonuyla
sonuc¢lanan sinyal iletim yollarini baglatan MyD88 ve TRIF gibi TIR domaini igeren adaptor
proteinlere baglanmaktadir (69).

TLR'ler, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi dogustan gelen immiin hiicrelerde ve
ayrica fibroblast hiicreleri ve epitelyal hiicreler gibi immiin olmayan hiicrelerde eksprese
edilir. Lokalizasyonlarina gore hiicre yiizeyi ve hiicre i¢i TLR'ler olmak tizere iki alt aileye
ayrilmaktadirlar. Hiicre ylizeyr TLR'leri; TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 ve TLR10u
igerirken, hiicre i¢ci TLR'ler endozomda lokalize olmaktadir ve TLR3, TLR7, TLRS&, TLRO,
TLR11, TLR12 ve TLR13'i igerir. Hiicre yiizeyi TLR'leri esas olarak lipidler, lipoproteinler
ve proteinler gibi mikrobiyal membran bilesenlerini tanimaktadirlar. TLR4, bakteriyel LPS
tanimakta, TLR2, TLR1 veya TLR6 ile birlikte lipoproteinler, peptidoglikanlar, lipotekosik
asitler, zimosan, mannan ve tGPIl-musin dahil olmak ftizere ¢ok ¢esitli PAMP'leri
tanimaktadir. TLRS5 bakteriyel flagellin'i taimaktadir. Farede TLR10, bir durdurma kodonu
ile bir araya gelmesi nedeniyle psddojen iken, insanda TLR10, listeria'dan gelen ligandlar
tanimak tizere TLR2 ile birlikte c¢alismaktadir. TLR10 ayrica influenza A viriis
enfeksiyonunu da algilayabilmektedir (70).

Intraselliiler TLR'ler, bakteri ve viriislerden ortaya ¢ikan niikleik asitleri tanimasmnin
yaninda otoimmiinite gibi hastalik durumlarinda da self - niikleik asitleri tanimaktadirlar.
TLR3 viral ¢ift zincirli RNA (dsRNA), kii¢iik enterferans¢t RNA'lar1 ve hasarli hiicrelerden
tiiretilen self-RNA'lar1 tanir. TLR7 agirlikli olarak plazmasitoid DC'lerde eksprese edilir ve

19



viriislerden tek iplikli (ss) RNA'yr tanirken, aymi zamanda konvansiyonel DC'lerde

streptococcus B bakterilerinin RNA'sin1 da tanimaktadir (71).

Insan TLRS viral ve bakteriyel RNA'ya yanit vermektedir. TLR13 bakteriyel 23S
rRNA ve vesicular stomatitis viriisiiniin bilinmeyen bilesenlerini tanir. TLR9, metillenmemis
CpG-DNA motifleri agisindan zengin olan bakteriyel ve viral DNA'y1 tanir; ayrica, konak
hemoglobinlerinin sindirilmesi sonras1 detoksifikasyon islemi sirasinda Plasmodium
falciparum tarafindan iiretilen ¢dziinmez bir kristalin yan {iriin olan hemozoini tanimaktadir.
TLR11, endolizozomda lokalize olup, Toxoplasma gondii'den tiiretilmis bir profilein benzeri
molekiiliin yan1 sira flagellin veya bilinmeyen proteinli bir {liropatojenik Escherichia coli
bilesenini tanir. TLR12 baskin olarak miyeloid hiicrelerde eksprese edilir, TLR11'e olduk¢a
benzer ve T. gondii'den tiiretilmis profileini tanir. TLR12, bir homodimer olarak veya TLR11
ile birlikte bir heterodimer olarak islev gorebilmektedir (72, 73).

Tiim TLR'ler ER'de sentezlenir, Golgi'ye transfer edilir ve hiicre yiizeyine veya
endozomlar gibi hiicre i¢i boliimlere alinir. TLR'lerin hiicre i¢i lokalizasyonunun, TLR'lerin
otoimmiiniteye neden olabilecek self niikleik asitlerle temasini 6nlemek i¢in ayrica ligand

tanima i¢in de kritik oldugu diisiiniilmektedir.

Bireysel TLR'ler, MyD88, TRIF, TIRAP / MAL veya TRAM gibi bir dizi TIR alani
iceren adaptor tiyelerini farkli sekilde toplamaktadir. MyD88 tiim TLR'ler tarafindan
kullanilir ve enflamatuar sitokin genlerinin uyarilmasi icin NF-xB ve MAPK'lar1 aktive eder.
TIRAP, MyD&88'i aynm1 TLR2 ve TLR4 gibi hiicre ylizey TLR'leri ile bir araya getiren bir
adaptordiir. Bununla birlikte, yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada, TIRAP'!n TLR9 gibi
endozomal TLR'ler yoluyla sinyallemede de yer aldig1 gosterilmistir. TRIF, TLR3 ve TLR4
ile birleserek tip I IFN ve inflamatuar sitokin genlerinin uyarilmasi i¢in IRF3, NF-xB ve

MAPK!'lerin aktivasyonuna yol acan alternatif bir yolu uyarmaktadir.

TRAM ise TRIF ve TLR4 arasinda baglanti kurmak i¢in TLR3'le degil, TLR4'le
birlesmektedir. TLR3 dogrudan TRIF ile etkilesir ve bu etkilesim, epidermal biliylime faktorii
ErbB1 ve Btk tarafindan TLR3'lin sitoplazmik alanindaki iki tirozin kalintisinin
fosforilasyonunu gerektirir. Sonugta, adaptér kullanimina bagl olarak, TLR sinyallemesi

biiyiik dlctide iki yola ayrilir: MyD88 bagimli ve TRIF-bagimli yollar (74-77).
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8.1 TLR4/MyD88 Bagimh Yol

TLR angajmanindan sonra MyD88, Myddosome adi verilen IRAK kinaz ailesi tiyeleri
ile bir kompleks olusturur. Myddosome formasyonu sirasinda, IRAK4, c¢esitli yerlerde
otofosforile olan ve MyD88'den salinan IRAKI1'i aktive eder. IRAKI1, RING-alam1 E3
ubiquitin ligaz TRAF6 ile birlesir. UBA13 ve UEV1A'nin ubikuitin-konjuge enzimi ile
birlikte TRAF6, hem TRAF6'nin kendisinin hem de TAK1 protein kinaz kompleksinin K63'e

bagli polibinilitrasyonunu arttirir (78).

TAK1, MAPKKK ailesinin bir iiyesidir ve TAK1 aktivasyonunu gergeklestirmek i¢in
TRAF6 tarafindan iiretilen poliubiquitin zincirleriyle etkilesime giren TAB1, TAB2 ve TAB3
diizenleyici alt birimleriyle bir kompleks olusturur. Bu kompleks igindeki TAK1 aktivasyon
mekanizmalar1 aktif olmamakla birlikte, K1-baglantili ubikuitinasyon veya yakin-bagli-
bagimli transfosforilasyon, TAK1 aktivasyonundan sorumlu olabilir. TAK1 daha sonra IKK
kompleksi-NF-kB yolu ve -MAPK yolunun aktivasyonuna yol agan iki farkli yolu aktive

eder.

IKK kompleksi, katalitik alt birimler IKKa, IKKP ve diizenleyici alt birim
NEMO’dan (ayrica IKKy olarak da adlandirilir) olusmaktadir. TAK1, IKK kompleksine
ubikuitin zincirleri ile baglanarak IKK'y1 fosforile ve aktive eder. IKK kompleksi, NF-kB'nin
proinflamatuar gen ekspresyonunu indiiklemek i¢in niikleus translokasyonuna izin veren,
proteazom bozulmasina maruz kalan NF-kB inhibitor protein IkBa'y1 fosforile eder. TAK1
aktivasyonu ayrica, AP-1 aile transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna aracilik eden ERK1
/ 2, p38 ve JNK gibi MAPK aile iiyelerinin aktivasyonuna veya enflamatuar yanitlart

diizenlemek icin mRNA'nin stabilizasyonuna yol agar (79, 80).

Fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde (MEF) TAKI1 eksikligi, LPS
stimiilasyonundan sonra IKKs, p38 ve JNK'nin fosforilasyonunu azaltir. Bununla birlikte,
TLR4 aracili IKK, p38, JNK aktivasyonu ve sitokin indiiksiyonu, TAK1 eksikli farelerden
tiiretilen notrofillerde artmistir, bu da TLR sinyallemesinde TAK1 i¢in hiicre tipine 6zgii bir

rol oldugunu disiindiirmektedir (81).

Ayrica, TLR sinyallemesindeki (TAK baglayict protein) TAB proteinlerinin
fizyolojik rolleri de hala tartismalidir: TAB1- veya TAB2- eksik fareler TLR sinyalizasyon
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yollarinda herhangi bir anormallik gostermez; TAB2 ve TAB3 i¢in iki kat yetersiz fareler de
MEF ve makrofajlarda TLR stimiilasyonundan sonra normal sitokin {iretimi gosterirler. TAB
aile proteinleri, bu nedenle TLR sinyallemesinde birbirini kompanse edebilmektedir.
Makrofajlardaki TLR2 ve TLR4 ligasyonlari, bakterisit etki i¢in mitokondriyal ROS

iretimini arttirir ve mitokondrileri fagozomlara ¢eker (82).

TRAF6, ECSIT’i ile etkilesime girdigi bakteriyel enfeksiyonu takiben mitokondriyel
translokasyona ugramaktadir. TRAF6, artmis mitokondriyal ve hiicresel reaktif oksijen
tirtinlerinin olusumuna neden olarak ECSIT ubikinasyonunu desteklemektedir. TLR4 hem
MyD88 bagimli hem de TRIF bagimli yollar1 aktive edebilmektedir (83). Bu yollarin

aktivasyonu, uygun yanitlari olusturmak i¢in birka¢ molekiil tarafindan kontrol edilir.

Inflamatuar sitokinlerin ve tip I IFN'nin dengeli {iretimi, tiimor hiicresi biiyiimesini ve
otoimmiin hastaliklar1 kontrol etmek i¢in ©Onemli olabilmektedir. TRAF3'in, TLR4
sinyallemesinde MyD88 kompleksinin yani1 sira TRIF kompleksine de dahil edildigi
gosterilmistir. Daha sonra MyD88 kompleksindeki TRAF3 indirgenir ve bu da TAKI
aktivasyonuna neden olur. Bu nedenle, TRIF-bagimli yol aktivasyonunu desteklemedeki
roliine ek olarak, TRAF3, MyD88-bagimli yolagi inhibe etmede de 6nemli bir role sahiptir
(84, 85).
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Sekil 7: Toll-benzeri reseptér bagimli yol, sematize edilmis.

TLR4 hiicre yiizeyinde, TLR3 ise endozomlarda lokalize olmaktadir. Homo veya
heterodimer olusumu, iki ana asag akim adaptor proteinine, MyDS88 ve TRIF'e sinyal
vermeye bagslar. TIRAP, sinyali TLR4'ten MyD88'e iletmekte, TRAM ise sinyale TLR4'ten
TRIF'e kadar araculik etmektedir. TLR katilimi ise MyD88'e bagl olan ve ayrica IRAKI ve
IRAK4 igeren Myddozom'un olusumunu indiikler. IRAKI aktivasyonu, TRAF6'nin
kendisinde ve TAK1l'de bulunan Ké63'e bagh poliubikinonun ardindan TRAF6
aktivasyonunu da indiikler.TAKI aktivasyonu, IKK kompleksi-NF-kB ve MAPK'larin
aktivasyonuna yol acar. MAPK aktivasyonu AP1s transkripsiyon faktorii aktivasyonuna yol
acar.TRAF6, ECSIT ubikinon'u indiikleyerek artmis mitokondriyal ve hiicresel ROS
olusumuna neden olmaktadir. TLR katilimi ayni zamanda TRAF6 ve TRAF3 ile birlesimini
takiben TRIF aktivasyonunu da tetikler. TRAF6, MAPK aktivasyonunu takiben TAK1
kompleksini aktive eden RIP-1'i alir. Pellino-1, DEAF-1'e baglanarak IRF3 aktivasyonunu
diizenler. TRAF3, IRF3 fosforilasyonu ig¢in TBK1 ve IKKi'yi toplar. PIKfyve'den PtdIns5P,
TBK1 ve IRF3 arasinda kompleks olusumunu kolaylagtirir. Bunlarin disinda, Birkag
negatif regiilator, sinyalizasyon kompleks olusumunu veya ubikitlemeyi engelleyerek TLR

sinyallemesini modiile etmektedir.
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9. AMAC

TLR'lerin ¢ogunlugu uyarildiginda, TLR'yi asagi akim sinyalleme kinazlarina
baglayan MyD88 olarak adlandirilan bir adaptor proteini ile etkilesime girer ve NF-kB

aktivasyonuyla sonuglanir (sitoplazmadan g¢ekirdege translokasyon yoluyla) (86).

TLR4, iki ya da daha fazla yoldan, MyD88 ya da interferon-beta indiikleyen bir TIR
alan-iceren adaptor araciligiyla (TRIF), TLR3 ise sadece TRIF ile sinyal iletimini
etkileyebilmektedir. Bugiine kadar TLR4 geninin IVD NP hiicrelerinde eksprese oldugu ve
IVD dejenerasyonunun molekiiler mekanizmasinda 6nemli bir rol oynadig1 gosterilmistir.
Bununla birlikte, IVD dejenerasyonun da NP hiicrelerinde TLR4'ii harekete gegiren sinyal
transdiiksiyon yolaginin hangisi olacagi, bu yolaklariin kendi dogal mekanizmalar1 gibi

heniiz tam olarak bilinmemektedir (87).

Bu ¢alismanin amaci, IVD dejenerasyonunda ki TLR4 sinyal yolunun, MyD88
bagimli veya bagimsiz yolaklarda olmasi ve ayrica IVD NP hiicrelerinde TLR4'in
aktivasyonu ile iligkili sonuglar1 degerlendirilip belirlenmesidir. Boylelikle, MyD88'e bagl
TLR4 sinyal yolunun IVD dejenerasyonunun altinda yatan hedef yol olduguna dair hipotezin
desteklenmesi ve 1VD dejenerasyonuna sebep olan molekiiler mekanizmalar1 arastirmak igin

teorik bir temel olusturulmasi saglanmaya calisilmaktadir.

Ayrica; bel agrist i¢in bir prediktif faktor olarak goriilen Modic degisikliklerinin rolii,
sadece birkag prospektif ¢alismada degerlendirilmis ve diger dejeneratif bulgular, analizlere
yaygin olarak dahil edilmemistir. Yakin zamanh bir kadavra ¢alismasinda, kemik endplate
lezyonlarinin bel agrist ile iliskili oldugu gosterilmistir. Hem modic degisikliklerin hem de
kemik endplate defektlerinin nosiseptif reseptorler agisindan zengin oldugu bulunmustur.

Dolayisiyla, herhangi biri, spesifik olmayan bir bel agris1 kaynagi olabilmektedir (88, 89).

Calismamizda ise, hastalar modic tip degisikliklere gore 3 ana grup altinda toplanmis
olup, MyD88'e bagli TLR4 sinyal yolunun IVD dejenerasyonunun altinda yatan hedef yol
olmasi hipotezine dayanarak, bu yolakta goriilen degisikliklikler ve enflmasyona yanitin,

modic tip degisikliklerle iligkisi incelenmeye caligilmistir.
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10. GEREC VE YONTEM

Calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Norosirurji
Anabilim Dali ve Istanbul Universitesi Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji
Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Norosirurji Anabilim Dal1 Polikilinigine bel agris1 ve
siyatalji sikayeti ile bagvuran, lomber MRG ile degerlendirmenin akabinde dejenerasyon
bulgular1 gosteren ve lomber disk hernisi (LDH) nedeniyle cerrahi tedavi endikasyonu

mevcut olan 88 erigkin erkek hasta yazili onam formu alinarak klinigimizde opere edildi.

Hormon degisikliklerine bagli disk dejenerasyonuna immun cevapta meydana
gelebilecek potansiyel degisikliklerden kaginmak i¢in kadin hastalar ¢alismamiza dahil
edilmedi. Preop donemde ¢alismaya dahil edilen hastalarin lomber MRG’si degerlendirildi ve

Modic dejenerasyon siniflamasina gére 3 ayr1 grup olusturulmustur.

Modic tip 1 dejenerasyon; korpus endplatelerinin T1 sekans MRG’de hipointens, T2
sekans MRG’de ise hiperintens goriilmesi ile, Modic tip 2 dejenerasyon; korpus
endplatelerinin hem T1 hem de T2 sekans MRG’de hiperintens goriilmesi ile ve Modic tip 3
dejenerasyon ise; korpus endplatelerinin hem T1 hem de T2 sekans MRG’de hipointens
goriilmesi ile smiflara ayrilmistir. Modic tip 1 dejenerasyonun kemik iligi 6demi ve
inflamasyonu, Modic tip 2 dejenerasyonun normal kirmizi hemopoietik kemik iliginin,
iskemiye sekonder sar1 yagl ilige doniisiimiinii ve Modic tip 3 dejenerasyonun ise subkondral

kemik sklerozunu temsil ettigi kabul edilmistir.

Hastalar ayrica non steroidal antiinflamatuar ilag (NSAII) kullanim1 olup olmamasina
ve sadece bel agrisi/eslik eden radikiiler agr1 olmasina gore de ana gruplar altinda toplanip

degerlendirilmistir.

Ciddi komorbiditeli hastalar, suuru kapali veya konfiize olup c¢aligmaya onay
veremeyecek olan veya suuru agik olup bilingli bir sekilde ¢alismaya onay vermeyen hastalar
calisma dis1 tutulmustur. Ayrica daha 6nce LDH nedeniyle operasyon 6ykiisti bulunan bunun
yani sira kronik sistemik hastalik, endokrinolojik hastalik ve tan1 koyulmus, tedavi

uygulanmis onkolojik hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

LDH nedeni ile opere edilen hastalardan cerrahi tedavi sirasinda disk materyalleri elde
edilmis olup, bu materyallersivi Azot Tanki (-196 °C) ile transfer saglanarak -80°C’dekKi
dondurucuda muhafaza edilmistir. Daha sonra toplanan materyaller Istanbul Universitesi
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Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali’nda ve DETAM Immunoloji
Laboratuarinda ELISA yontemi ile ¢alisilmigtr.

Lomber dejeneratif disk hastaliginin olusumuna katkida bulundugu diisiiniilen; CD4,
IKKA, NF KBA ve TRAF 6 gibi adaptor proteinlerin belirgin rol oynadigi, MyD88'e bagli
Toll like reseptor 4 sinyal yolu degerlendirilmis ve bu yolun Modic tip dejenerasyon derecesi

ile iligkisi ortaya konmaya c¢aligilmistir.
10.1 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) Yéntemi

ELISA yonteminin prensibi, 6zgiil antijen-antikor arasindaki reaksiyona dayanir. Bu
teknikte isaretsiz antijen veya antikor tayin edebiliriz. Isaretli konjugatin hazirlanmasinda

isaretleyici olarak enzim kullanilir. Reaksiyonun tamamlanmasindan sonra ayirma islemi

yapilir ve ortama bir substrat ilave edilerek spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi 6l¢iiliir.

Luminex-DSA gibi solid faz immiinoassay teknigidir. Hiicresel yontemlere alternatif
olarak yakin dénemde kullanima girmistir. Bu tan1 yonteminin temeli, viicudun bagigiklik
hiicrelerinin bulasici ajanlarin antijenleri ile baglanmasidir. Olusan kompleks 6zel bir enzim

kullanilarak belirlenir.

27



10.1.1 ELISA Komponentleri

Kat1 faz (Matriks): Mantiel ELISA yontemlerinde kullanilan, genellikle ¢ukurlarina

analitlerin ( antikor veya antijen ) bagli oldugu 96 ¢ukurlu mikropleytlerdir.
Antikor: IgG fraksiyonlaridir.

Enzim ve substratlar: Konjugatin isaretlenmesinde en sik kullanilan alkalen fosfataz
(ALP) ve horseradish peroksidaz (HRP) enzimleridir. ALP i¢in BCIP/NBT (5-bromo-
4chloro-3-fosfat indolyl/Nitro mavi tetrazolium), HRP icin TMB (tetramethylbenzidine)

kullanilir.

Yikama: ELISA yonteminde her bir saftha arasinda fosfatli tampon soliisyonu (PBS)

ile yitkama islemi 6nemli yer tutmaktadir.

Durdurma: ELISA’nin son safhasi olan ‘reaksiyon durdurulmasi’ basamaginda

asidik ve bazik ¢ozeltiler (H2s02, HCL, NaOH) kullanilir.
ELISA uygulama sekillerine gore 4 baslk altinda incelenebilir;

% Direkt ELISA
% Indirekt ELIiSA

®,

% Sandwich ELISA

0,

< Kompetetif ELISA

10.1.2 Direkt ELiSA

Direkt ELISA yontemi yiiksek molekiil agirlikli antijenin miktar tayini i¢in uygundur.
Numune i¢indeki antijenler nonspesifik olarak mikrotitre kabinin kuyu yiizeyine baglanir.
Isaretli antikor kuyucuklara eklenir. Belirli siirelerde inkiibe edilir. Yapilan yikama islemi ile
baglanmamis isaretli antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Kuyulardaki baglanmis enzim isaretli
antikor miktari, ortama enzimin substratinin eklenmesi ile olusan renk degisimi sayesinde

belirlenir.

10.1.3 indirekt ELiSA

Numune icindeki antijenler mikrotitre kabmin kuyu yiizeyine baglanir. Ilk olarak

isaretsiz primer antikorlar kuyulara eklenir. Antijen ve primer antikor belirli siirelerde inkiibe
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edilir. Yapilan yikama islemi ile baglanmayan primer antikorlar ortamdan uzaklastirilir.
Sonrasinda primer antikorlara spesifik, enzim ile isaretli sekonder antikor kuyulara eklenir.
Belirli stirelerde inkiibe edilir. Tekrar yapilan yikama islemi ile baglanmayan isaretli
sekonder antikorlar ortamdan uzaklastirilir. Son olarak enzimin substrati1 kuyulara eklenir ve

elde edilen renk degisimi ile antikorlar belirlenir.
10.1.4 Nonkompetetif ELISA (Sandwich yéntemi)

Bu test ile bilinmeyen Orneklerin ic¢indeki antijen miktar1 belirlenir. Direkt veya
indirekt ELISA ile olusan renk degisimi antikorun varligina isaret ederken; Sandvi¢ ELISA
da olusan renk degisimi antijenin varlifina isaret eder. Sandwich ELISA’ da antikorlar
(yakalama antikoru) mikrotitre kabinin kuyucuklarinin kat1 fazina immobilize edilir. Antijeni
iceren Ornek daha sonra ilave edilir ve antijen antikor kompleksinin olusmasi beklenir.
Baglanmamis proteinler yikama basamaklari ile uzaklastirilir. Enzim isaretli ikinci bir antikor
(deteksiyon antikoru), yakalama antikoruna baglanmis antijene farkli bir epitopundan

baglanir.

Baglanmayan deteksiyon antikorunun yikama islemi ile uzaklastirilmasindan sonra,
ortama enzime ait substrat eklenir. Substrat deteksiyon antikoruna bagli enzimle reaksiyona
girerek renk degisimine neden olur. Bu renk degisimi de spektrofotometre ile dl¢iiliir. Renkli
iriin olusumu, isaretsiz ligandin (serumdaki antijen veya antikor) konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Bu teknigin ana avantaji, antijenin kullanilmadan once saflastirilmasina
gereksinim olmamasidir ve sandvig¢ ELISA cok spesifiktir. Bu teknigin dezavantaji ise her
antikorun kullanilamamasidir. Secilen monoklonal antikor kombinasyonlari ayni antijen

lizerinde iist liste binmeden farkli epitoplar1 tanimalidir.
10.1.5 Kompetitif ELISA

Mikrotitre kabinin kuyucuklarinin kat1 fazina antijen veya antikor baglanir. Cukurlara
serum ( iseretsiz ligand icerir ) ve reaktif ( isaretli ligand igerir ) eklenir. Inkiibasyon
sliresince immobilize antijen veya antikora baglanmak i¢in isaretsiz ligand ile enzim isaretli
ligand yarigirlar. Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra substrat eklenir. Reaksiyon sonucu
olusan renk degisikligi, hasta drnegindeki isaretsiz ligand miktari ile ters orantilidir. Ornekte

ne kadar az isaretsiz ligand varsa birlesen isaretli ligand miktar1 da o kadar fazla olacaktir.
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Sonuglar spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Kompetitif ELISA yontemi, siklikla

antikor Ol¢limiinde kullanilmaktadir.
10.1.6 ELISA protokoliine gore standartlarin hazirlamsu:
Human Cluster of differentiation 4 (CD4)
Catalog. No: KTE62426
Detection Range: 2.5 ug/L — 40 ug/L
Human Inhibitor of KB kinase o. (IKKa)
Catalog. No: KTE62802
Detection Range: 15 pg/mL — 240 pg/MI
Human Toll-like receptor 4 (TLR4)
Catalog. No: KTE60314
Detection Range: 1 ng/mL — 16 ng/mL
Human Inhibitory subunit of NF-kBa (IkBa)
Catalog. No: KTE62803
Detection Range: 150 pg/mL — 2400 pg/mL
Human Myeloid differentiation primary response 88 (MYD88)
Catalog. No: KTE62801
Detection Range: 1.5 ng/mL — 24 ng/mL
Human TNF Receptor Associated Factor 6 (TRAF6)
Catalog. No: KTE60138

Detection Range: 25 pg/mL — 400 pg/mL
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10.1.7 Prosediir

-80°C'den ¢ikarilan 6rneklerin kademeli olarak ¢6ziinmesi saglandi ve 6000 g ‘de 2
dakika santrifiij yapildi. Ust fazdan alman 350 ul 6rnek, 350 pl sample diliient ile 1:1 diliie
edildi.

10.1.8 Standartlarin Hazirlanmasi

150 pL 150 pL 150 pL 150 pL 150 pL

Standard r\ Cbr-\ - K\CDK\C:]
|

@ 99U

Her tiipe 150 ul Standart Diluent eklendikten sonra; stok standart tiipiinden 150 ul seri

diliisyon ile gorseldeki gibi dagitildi. Her asamadan Once pipetaj yapilarak esit dagilmasi

saglandi.
10.1.9 Yikama Soliisyonu

30X Yikama soliisyonu distile su ile 1X olacak sekilde dilue edildi ve yikama

asamalarinda bu soliisyon kullanildi.
Immunoassay Prosediirii
1. Calismaya baglamadan once tiim gerekli reaktifler hazirlandi.
2. Hazirlanan standart tiiplerinden belirlenen kuyulara 50 pL standart eklendi.

3. Orneklerin test edilecegi kuyulara 40 pL sample diluent eklendi. Ayni kuyulara 10
uL 6rnek eklendi. Blank olarak belirlenen kuyu bos birakildi.

4. Plate bir sealer ile kapatilarak ve 37 © C'de 45 dakika inkiibe edildi.
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5. Inkubasyon sonrasinda tiim kuyulardaki &rnekler aspire edildi. 250 pL yikama
soliisyonu ile 5 kere yikama yapildi. 5. yikama sonrasinda plate bir filtre kagidi lizerine ters

cevirilerek kalan yikama soliisyonundan armdirildu.

6. Blank kuyusu disindaki tiim kuyulara 50 ul. HRP-Konjugat saptama antikoru
eklendi.

7. Plate yeni bir sealer ile kapatildi ve 37 © C'de 30 dakika inkiibe edildi.
8. Yikama islemini 5. adimdaki gibi bes kez tekrarlandi.

9. Her kuyuya 50 puL kromojen A ¢ozeltisi ve arkasindan 50 uL bir kromojen B
cozeltisi eklendi. Hafifce karistirildi ve 15 dakika boyunca 37 © C'de inkiibe edildi. Bu

asamada 1s1ktan koruyundu.

10. Inkiibasyon sonrast her kuyuya 50 puL. Stop Solution eklendi. Kuyulardaki rengin

maviden sartya degisimi gozlemlendi.

11. Optik Yogunlugu (O.D.), 450 nm'de Multiskan™ GO Microplate

Spectrophotometer (Thermo Scientific™) kullanarak okuma yapildi.
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11. ISTATIKSEL ANALIZ

Agr1 durumu ve ilag kullanimlarina gore hastalar 2 grup altinda degerlendirildigi igin,
normal dagilim gosteren ve varyanslari homojen olan gruplarda, hastalarin istatistiksel
analizleri “’independent t testi’’ ile gerceklestirilmistir. Varyanslari homojen olmayan gruplar

ise ’Mann-Whitney U testi’’ ile karsilagtirilmistir.

Modic tip dejenerasyonlarma gore hastalar 3 grup altinda degerlendirildigi igin,
hastalarin istatistiksel analizler <> One-Way ANOVA testi’’ ile gergeklestirilmistir. Normal
ANOVA istatistigi varyanslar farkli oldugunda giivenilir sonu¢ vermediginden bu
durumlarda’ROBUST Test (Welch ve Brown Forsythe)”” degerlerine bakilarak

degerlendirme yapilmistir.

Hangi gruplar arasinda fark oldugunu belirlemek icin ise‘’Post-Hoc’ testler
kullanilmistir. Varyanslart homojen olan gruplarda ‘’Post-Hoc’’ test olarak ‘’Tukey HSD,
Scheffe, Bonferroni’’ kullanilirken, varyanslart homojen olmayan gruplarda ise ‘’Post-Hoc”’

test olarak ‘’Tamhane, Dunnett T3, Games-Howell, Dunnett C*’ kullanilmustir.

¢ 29

Grup karsilagtirmalarinda olasilik degeri “’p’” eger 0,05 ten kiigiik ise fark anlaml

olarak kabul edilmistir. Anlamlilik dereceleri ise asagida gosterildigi gibi siniflandirilmigtir;
*: p<0.05
**:p<0.01

***: p<0.001
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12. BULGULAR

Calismamiza siyatalji sikayeti ile bagvuran 88 eriskin erkek hasta dahil edildi.
Hormon degisikliklerine bagli disk dejenerasyonuna immun cevapta meydana gelebilecek
potansiyel degisikliklerden kaginmak ic¢in kadin hastalar ¢alismamiza dahil edilmedi. Yas
dagilimina bakildiginda hasta grubu 19 yas ile 76 yas arasinda degismekte olup ortalama
deger 45,39 yas olarak saptandi.

Calismaya dahil edilen hastalarin lomber MRG’si degerlendirilerek, hastalar Modic
dejenerasyon siniflamasina gore 3 ana grup altinda toplandi. 88 hastanin 28’1 (%31,8) Modic
Tip 1, 40’1 (%45,4) Modic Tip 2 ve 20’si (%22,7) Modic Tip 3 olarak degerlendirildi.

Bagvuru sikayetlerine gore hastalar, sadece bel agris1 ve eslik eden radikiiler agr1 olup
olmamasina goére 2 ana grup altinda toplandi. Calisma grubunu olusturan 88 hastanin
16’sinda (%18,1) sadece bel agris1 sikayeti mevcut iken, hastalarin 72’sinde (%81,8) bagvuru

esnasinda bel agrisina eslik eden radikiiler agrinin mevcut oldugu tespit edildi.

Calismaya dahil edilen hastalar, aktif sikayetlerin oldugu dénemde ila¢ kullanimlarina
gbre 2 ana grup altinda toplandi. Non steroid antiinflamatuar ilag (NSAII) kullanan hasta

sayis1 49 (%55,6) iken, NSAII grubu ilag kullanmayan hastalarm sayis1 ise 39 (%44) idi.

Hastalardan aliman disk materyal Orneklerinin ELISA yontemi ile calisilmasinin
sonucunda, lomber MRG’ deki Modic dejenerasyon tiplerine gore istatistiksel

degerlendirmeler tablo-1’de gosterilmistir.

Varyanslar1 homojen olan grupta; NF-kBa’nin 0.001 anlamlilik diizeyinde, IRF 3’iin
0.05 anlamhilik diizeyinde ve TICAM2’nin ise 0.01 anlamlilik diizeyinde en az iki grup
arasinda farkli oldugu gosterilmistir. CD4 i¢in ise gruplar arasinda anlamli fark olmadig:

goriilmistiir (p=0.092).

Varyanslart homojen olmayan grupta ise; IKKo, MYD88, NF-kB p65, TLR4 ve
TRAF6 degiskenleri i¢in 0.001 anlamlilik diizeyinde, TICAMI1 i¢in 0.05 anlamlilik

diizeyinde fark bulunmustur. TBK1 i¢in ise istatistiksel acidan anlamli fark bulunmamaistir
(p=0,502).
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Tipler arasindaki farklilik degerlendirildiginde ise; NF-kBa ve TICAM2 i¢in Tip 2 ile

Tip 3 arasinda anlamli fark olmamasina ragmen bu iki grubun Tip 1’den istatistiki olarak

anlamli farklilig1 gézlenmistir (p<0.05) ( sekil 8a ve 8b).

Sekil 8a: NF-kBa i¢in Tip 2 ile Tip 3 arasinda anlamli fark olmamasina ragmen bu iki

grubun Tip 1’den istatistiki olarak anlamli farklilig1 gézlenmistir (p<0.05)

©
a1}
x
o
Z
c
[
L]
=

t

Simple Error Bar Mean of -NFKB a by Tip

TP 2
Tip

Error Bars: 95% CI

I-NFKB a

TIP 1

TIP 2
TIP 3
Total

28

40
20
88

Mean

172,318367346939

142,871428571429
135,456428571429
150,555681818182

Std. Deviation
25,6861206296886

24,8154844386031
28,6962395972836
29,8770217714368

Std. Error
4,8542205237259

3,9236726033225
6,4166742438147
3,1849012221212
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Sekil 8b: TICAM2 icin Tip 2 ile Tip 3 arasinda anlamli fark olmamasina ragmen bu iki

grubun Tip 1’den istatistiki olarak anlamli farklilig1 gézlenmistir (p<0.05)

Simple Error Bar Mean of TICAM 2 by Tip

Mean TICAM 2

TP 2
Tip

Error Bars: 95% CI

N Mean Std. Deviation Std. Error
TICAM 2 TIP 1 28 27,6996 4,79097 ,90541
TIP 2 40 23,4772 6,17558 ,97645
TIP 3 20 22,4630 5,84986 1,30807
Total 88 24,5902 6,03446 ,64328
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IRF3 ve TICAMI igin ise; Tip 1 ve Tip 3 iin istatistiksel olarak anlamli sekilde
birbirinden farkli oldugu saptanmis olup (p<0,05), Tip 2’nin ise hem Tip 1’den hem de Tip
3’den istatistiksel olarak anlamli farkliligi bulunamamistir (p>0.05) ( sekil 9a ve 9b).

Sekil 9a: IRF3 icin Tip 1 ve Tip 3 iin istatistiksel olarak anlamli sekilde birbirinden farkli

oldugu saptanmis olup (p<0,05), Tip 2’nin ise hem Tip 1’den hem de Tip 3’den istatistiksel

olarak anlaml farklilig1 bulunamamistir (p>0.05)

Mean IRF-3

Simple Error Bar Mean of IRF-3 by Tip

b

TIP 2
Tip
Error Bars: 95% Cl

Mean Std. Deviation Std. Error
IRF-3 TIP 1 28 49,3168 7,16477 1,35401
TIP 2 39 51,8567 7,26396 1,16316
TIP 3 20 55,1960 9,14605 2,04512
Total 87 51,8069 7,91222 ,84828
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Sekil 9b: TICAML1 icin Tip 1 ve Tip 3 iin istatistiksel olarak anlamli sekilde birbirinden farkli

oldugu saptanmis olup (p<0,05), Tip 2’nin ise hem Tip 1’den hem de Tip 3’den istatistiksel

olarak anlamli farklilig1 bulunamamistir (p>0.05)

Mean TICAM 1

Simple Error Bar Mean of TICAM 1 by Tip

TIP 2
Tip
Error Bars: 35% Cl

TICAM 1

TIP 1

TIP 2
TIP 3
Total

28

40
20
88

Mean

49,8714

45,5868
43,7360
46,5294

Std. Deviation
11,13349

6,64895
5,11722
8,35476

Std. Error
2,10403

1,05129
1,14424
,89062
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IKKa, MYD 88, Nfkb, TLR 4, TRAF 6 igin ise; Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ iin istatistiksel
olarak anlamli sekilde birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p<<0.05) (sekil 10a, 10b, 10c,
10d ve 10e).

Sekil 10a: IKKa icin Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ iin istatistiksel olarak anlamli sekilde birbirinden

farkli oldugu saptanmistir (p<0.05)

Simple Error Bar Mean of IKKa by Tip

®
=
=
c
®
[ ]
=

TP 2
Tip

Error Bars: 95% CI

N Mean Std. Deviation Std. Error
IKKa TIP 1 28 26,016577825160 5,5575133107385 1,0502712948675
TIP 2 40 22,736022388060 3,3543874674606 ,5303752275950
TIP 3 20 19,103835820896 3,0712791257042 ,6867588902951
Total 88 22,954338534600 4,8101501626031 ,5127637302225
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Sekil 10b: MYDS88 icin Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ iin istatistiksel olarak anlamli sekilde
birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p<0.05)

Simple Error Bar Mean of MYD 88 by Tip

Mean MYD 88

TP 2
Tip
Errar Bars: 95% Cl

N Mean Std. Deviation Std. Error
MYD 88 TIP 1 28 2,1164 47667 ,09008
TIP 2 40 1,8185 31417 ,04968
TIP 3 20 1,3280 ,12759 ,02853
Total 88 1,8018 ,44935 ,04790
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Sekil 10c: Nf kb icin Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ iin istatistiksel olarak anlamli sekilde birbirinden

farkli oldugu saptanmistir (p<0.05)

Simple Error Bar Mean of nf kb p65 by Tip

Mean nf kb p65

TP 2
Tip
Error Bars: 95% Cl

N Mean Std. Deviation Std. Error
nf kb p65 TIP 1 28 284,7857 62,32166 11,77769
TIP 2 40 237,1550 62,83915 9,93574
TIP 3 20 194,0350 30,72404 6,87010
Total 88 242,5102 65,65241 6,99857
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Sekil 10d: TLR4 icin Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ {in istatistiksel olarak anlamli sekilde birbirinden

farkli oldugu saptanmistir (p<0.05)

Simple Error Bar Mean of TLR 4 by Tip

Mean TLR 4

TIP 2
Tip

Error Bars: 95% CI

N Mean Std. Deviation Std. Error
TLR 4 TIP 1 28 2,3436 ,33512 ,06333
TIP 2 40 1,7018 ,18770 ,02968
TIP3 20 1,2870 ,10810 ,02417
Total 88 1,8117 ,46162 ,04921
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Sekil 10e: TRAF 6 icin Tip 1, Tip 2 ve Tip 3’ iin istatistiksel olarak anlamli sekilde

birbirinden farkli oldugu saptanmistir (p<0.05)

Mean TRAF 6

Simple Error Bar Mean of TRAF 6 by Tip

TIP 2
Tip
Errar Bars: 95% Cl

TRAF 6 TIP 1

TIP 2
TIP 3

Total

28

40
20
88

Mean

30,2707

25,0153
20,9190
25,7565

Std. Deviation
6,67780

3,43177
1,68623
5,65069

Std. Error
1,26199

,54261
,37705
,60237
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Tablo 1: Modic dejenerasyon tiplerine gdre parametrelerin istatistiksel analizinin grafiksel

gOsterimi

200
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1_

40
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20
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TLR4 CDh4 MYD88 IKKA NF KBA TRAF6

TLR4: Modic Tip 1 dejenerasyon , p<0.001(***) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 2 ve

Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel analiz olarak farklidir. Aynm1 zamanda Modic Tip 2

dejenerasyon , p<0.001(***) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel

analiz olarak farklidir. TLR4 degerlerinin en viikksek Modic Tip 1 dejenerasyonda, en disiik

ise Modic Tip 3 dejenerasyonda olmasi dikkati cekmistir.

CD4: Degerler, Modic Tip 1 dejenerasyondan, Modic Tip 3 dejenerasyona dogru azalmakla

birlikte, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).

MYD 88: Modic Tip 1 dejenerasyon , p<0.001(***) anlamlilik dizeyinde Modic Tip 3

dejenerasyondan ve p<0.05(*) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 2 dejenerasyondan

istatistiksel analiz olarak farklidir. Ayni zamanda Modic Tip 2 dejenerasyon ., p<0.001(***)

anlamlilik dizevinde Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel analiz olarak farklidir.

MYD&8 degerlerinin en viikksek Modic Tip 1 dejenerasyonda, en diisiik ise Modic Tip 3

dejenerasyonda olmasi dikkati cekmistir.
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IKKA: Modic Tip 1 dejenerasyon ., p<0.001(***) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 3

dejenerasyondan ve p<0.05(*) anlamlilik dizeyinde Modic Tip 2 dejenerasyondan

istatistiksel analiz olarak farklidir. Ayni1 zamanda Modic Tip 2 dejenerasyon , p<0.001(***)

anlamlilik diizeyinde Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel analiz olarak farklidir. IKKA

degerlerinin en viiksek Modic Tip 1 dejenerasyonda, en disik ise Modic Tip 3

dejenerasyonda olmasi dikkati cekmistir.

NF-KBA: Modic Tip 1 dejenerasyon , p<0.001(***) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 2 ve

Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel analiz olarak farklidir.Modic Tip 2 ve Modic Tip 3

dejenerasyon arasinda ise istatistiksel analizde anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). NF-

KBA degerlerinin en vyiiksek Modic Tip 1 dejenerasyonda, en disik ise Modic Tip 3

dejenerasyonda olmasi dikkati cekmistir.

TRAF6: Modic Tip 1 dejenerasyon ., p<0.001(***) anlamlilik dizeyinde Modic Tip 3

dejenerasyondan ve p<0.01(**) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 2 dejenerasyondan

istatistiksel analiz olarak farklidir. Ayni zamanda Modic Tip 2 dejenerasyon ., p<0.001(***)

anlamlilik diizeyinde Modic Tip 3 dejenerasyondan istatistiksel analiz olarak farklidir.

TRAF6 degerlerinin en vilksek Modic Tip 1 dejenerasyonda, en diisik ise Modic Tip 3

dejenerasyonda olmasi dikkati cekmistir.
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Hastalardan alinan disk materyal orneklerinin ELISA yontemi ile ¢alisilmasinin
sonucunda, NSAII ilag kullanip/kullanmama durumlarina gore istatistiksel degerlendirmeler
tablo-2’de gosterilmistir. MyD 88 degiskeni igin varyanslar farkli ¢ikmig ve p<0.05
anlamlilik diizeyinde istatiksel analizde farklilik saptanmustir (sekil 11).

Diger tiim degiskenler i¢in istatistiksel analizde anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).

Sekil 11: MYD 88 degiskeni icin varyanslar farkli ¢ikmis ve p<0.05 anlamlilik diizeyinde

istatiksel analizde farklilik saptanmistir

Simple Error Bar Mean of MYD 88 by llac

Mean MYD 88

llac

Error Bars: 95% CI

llac N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
MYD 88 NSAID(+) 49 1,7100 ,33934 ,04848
NSAID(-) 39 1,9172 ,54063 ,08657
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Tablo 2: NSAII kullanim durumlarina gore parametrelerin istatistiksel analizinin grafiksel

gOsterimi
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TLR4 CD4 MYD88 IKKA NF KBA TRAF6

TLR4: NSAIl kullanan grup ile kullanmayan grup arasinda TLR4 degerleri yOniinden

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p>0.05).1lac kullanan grupta, degerlerin daha

diisiik oldugu dikkati cekmistir.

CD4: NSAIl kullanan grup ile kullanmayan grup arasinda CD4 degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p>0.05).1lac kullanan grupta, degerlerin daha

diisiik oldugu dikkati cekmistir.

MYD 88: NSAII kullanan grup ile kullanmavyan grup arasinda MYD88 degerleri degerleri

yoniindenp<0.05(*) anlamlilik diizeyindeistatistiksel analiz olarak fark saptanmustir. Ilac

kullanan grupta, degerlerin daha dusuk oldugu dikkati cekmistir.

IKKA: NSAIl kullanan grup ile kullanmayan grup arasinda IKKA degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).1lac kullanan grupta, degerlerin daha

diisiik oldugu dikkati cekmistir.
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NF-KBA: NSAII kullanan grup ile kullanmayan grup arasinda NF-KBA degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).1lac kullanan grupta, degerlerin daha

yiiksek oldugu dikkati cekmistir.

TRAF6: NSAII kullanan grup ile kullanmayan grup arasinda TRAF6 degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).1lac kullanan grupta, degerlerin daha

yiiksek oldugu dikkati cekmistir.

Hastalardan alinan disk materyal orneklerinin ELISA yontemi ile caligilmasinin
sonucunda, ornekler bel agris1 ve eslik eden radikiiler agr1 olmak {izere iki ana grup altinda
degerlendirildiginde ise tiim degiskenler icin istatistiksel analizde anlamli fark

saptanmamustir (p>0.05) (tablo 3).

Tablo 3: Bel agris1 ve eslik eden radikiiler agri durumuna gore parametrelerin istatistiksel

analizinin grafiksel gosterimi

180

160

140
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M Bel agrisi

80 M Bel+Bacak agrisi
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40

) .
0

TLR4 CD4 MYD88 IKKA NF KBA TRAF6
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TLR4: Bel agrisi ve eslik eden radikiiler agr1 gruplart arasinda TLR4 degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).Eslik eden radikiiler agrisi olan

grupta, degerlerin daha diisiik oldugu dikkati cekmistir.

CD4: Bel agrisi ve eslik eden radikiiler agr1 gruplari arasinda CD4 degerleri yOniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).Sadece bel agrisi olan grupta,

degerlerin daha diisiik oldugu dikkati cekmistir.

MYD 88: Bel agris1 ve eslik eden radikiiler agr1 gruplari arasinda MYDS&8 degerleri

yoninden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).Sadece bel agrisi olan

orupta, degerlerin daha dusiik oldugu dikkati cekmistir.

IKKA: Bel agris1 ve eslik eden radikiiler agr1 gruplar: arasinda IKKA degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0.05).Eslik eden radikiiler agrisi olan

grupta, degerlerin daha diisiik oldugu dikkati cekmistir.

NF-KBA: Bel agnsi ve eslik eden radikiiler agr1i gruplari arasinda NF KBA degerleri

yoOnunden istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).Eslik eden radikiiler agrisi

olan grupta, degerlerin daha disuk oldugu dikkati cekmistir.

TRAF6: Bel agris1 ve eslik eden radikiler agr1 gruplan arasinda TRAF6 degerleri yoniinden

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0.05).Eslik eden radikiiler agrisi olan

orupta, degerlerin daha diisiik oldugu dikkati cekmistir.
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13. TARTISMA

Bel agrisi, genel anlamda popiilasyonun % 2 -% S5'inde ortaya ¢ikan, tibbi miidahale
veya is goremezlik durumlarina kadar gidebilen ciddi bir saglik problemi olarak karsimiza
¢ikmaktadir (90). Inatg1, spesifik olmayan bel agrisinin kesin nedenleri hala belirsiz olmakla
birlikte, kronik bel agrilari ve modic dejenerasyonlar arasinda potansiyel bir molekiiler
temele dayanan iliski oldugu literatiirde belirtilmeye ¢alisilmistir (91). Ancak herhangi bir
calismada bu iligkinin ne diizeyde oldugu veya temelinin ne oldugu net sekilde ortaya

konamamustir.

NP'lerin otoimmiin &zelliklerini gésteren veriler hayvan ve insan g¢aligmalarinda
gdsterilmistir. Ayrica, otoimmiin reaksiyonlarin hem VD dejenerasyon siirecini hem de bel
agrisin1 alevlendirebilecek birgok enflamatuar kimyasal faktoriin salgilanmasinda etkili

oldugu ortaya konmaya c¢alisilmistir.

NP’un kartilajendz endplate’e dogru protriide olmasi ile intervertebral disk ¢evresinde
inflamasyon meydana geldigi, ve bu olaym kronik bel agrisini tetikleyen biiyiik miktarda
sitokin salinim1 ile sonuglandig: hipotez olarak yayilarda bildirilmistir (92). Bu immiinolojik
reaksiyonun, 6zellikle Modic tip 1 olmak iizere, diger tip Modic dejenerasyonlar ile yakin

iliskili oldugu diistintilmiistiir (93).

IVD dejenerasyonunda énemli rol oynadig1 daha énce gosterilmis olan TLR4 iin (94),
modic tip dejenerasyona katkisi ayrica meydana gelen immiinolojik reaksiyon zincirinde
MyD88 bagimli yolag: kullanip kullanmadig1 ve de bu yolagin ayrica modic tip dejenerasyon
ile iliskisi, lomber disk hernisi nedeniyle opere edilmis hastalarin disk materyallerinde

gosterilerek bu 6zgiin ¢alisma olusturuldu.

Enfeksiyon yoklugunda proinflamatuar faktorlerin artisi olan steril inflamasyon, disk
dejenerasyonunun ozelligi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. IL-1, TNFo, IL-6 ve IL-8 gibi
proinflamatuar sitokinler, ayrica anjiyojenik faktorler ve norotrofinlerin hepsi dejenerasyon
sirasinda artmaktadir (95). Bununla birlikte, IL-1 ve TNFa gibi sitokinler, dejenere olmayan
disklerde diisiik seviyelerde eksprese edilebilmektedir. Bu nedenle, tek basina sitokinler, disk
dejenerasyonu sirasinda erken asamalarda meydana gelen steril enflamasyonu

aciklamamaktadir.
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ECM degradasyonu ise, disk dejenerasyonunun ilk asamalarindan itibaren 6nemli rol
uistlenmektedir. ECM fragmanlari ayrica “’alarmin’’ olarak da adlandirilan DAMP'ler olarak
gorev yapabilir. Alarmin olarak islev goren hiicre dis1 matriks fragmanlari arasinda fragmente
agrekan, fibronektin, biglikan, decorin ve diisiik molekiiler agirlikli hyaluronik asit bulunur.
Alarminler ve hiicre dis1 yiiksek mobilite grubu kutusu 1 (HMGBI1) de TLR'leri aktive eder

ve muhtemelen disk dejenerasyonunda bir alarm islevi goriir (96, 97).

Insan disk hiicreleri TLR 1-6, 9 ve 10'u eksprese eder ve TLR 1, 2, 4 ve 6'nin
dejenerasyon derecesine gore arttiklar: belirtilmistir. insan NP veya AF hiicrelerinde TLR2
aktivasyonu, disk dejenerasyonu ile iliskili NF-kB, p38 ve ERK sinyalini aktive eder (98).
Ayrica TLR4 aktivasyonunun, in vivo olarak proinflamatuar bir ileri besleme dongiisi
olusturdugu ve in vitro disk dejenerasyonunun temel bilesenlerini (proteazlar, sitokinler ve
norotrofinler) arttirdigi  diisiiniilmektedir. Bu nedenle TLR'ler muhtemelen disk

dejenerasyonunda ve kronik bel agrisinda 6nemli rol oynamaktadirlar (99).

Fizyolojik ve patolojik matriks degradasyonu sirasinda ECM fragmani ve alarminler
nedeniyle, TLR'ler; dejenerasyonun erken asamalarinda potansiyel olarak aktive
olmaktadirlar. Bununla birlikte, TLR aktivasyonunun insan disklerinde dejeneratif
degisikliklere neden olmak icin yeterli olup olmadig: hala net olarak ortaya konulamamuigtir.
Ayrica, TLR2, disk dejenerasyonunda bulunan iki giiclii nosiseptif faktor olan sinir biiyiime

faktorii ve beyin kaynakli norotrofik faktorii diizenlemektedir (100).

Krock ve ark tarafindan fare modelinde yapilan c¢alismada, TLR inhibisyonunun,
proinflamatuar sitokin sekresyonunu azalttigi ve buna sekonder disk dejenerasyonunun ve

kronik sirt agrisinin azaldigi bildirilmistir (101).

Ayni ekibin bir bagka c¢alismasinda, bir ex vivo organ Kiiltiirii sisteminde dejenere
olmayan insan disklerine spesifik sentetik TLR2 ve TLR4agonistlerinin enjeksiyonu sonrasi,
TLR aktivasyonunun NP dokusunda dejeneratif degisikliklere neden oldugunu, spesifik ECM
bilesenlerinin ve proteazlarin salinimini arttirdigini ve steril enflamasyonu arttirdigini tespit
etmislerdir (102). Birlikte ele alindiginda, TLR'lerin, disk dejenerasyonunu yavaslatabilen ve
kronik bel agrisin1 azaltabilen potansiyel hastalik modifiye edici terapdtik hedefler oldugu

one siirilmiistiir.
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Bir bagka ¢alismada, ¢ok sayida sitokin (IL-1 B, IL-6, TNF-a, HMGB1 ve makrofaj
gocil inhibe edici faktoriin ekspresyonlarint uyarmak i¢in ve enflmasyonu aktive etmek i¢in
LPS kullanmilmigtir (103). LPS, preklinik inflamasyon modellerinde yaygin olarak
kullanilmasinin yaninda ve dogal immiinitede aktive edici etkisini TLR4’¢ baglanarak
gostermektedir. Sican kaudal IVD'sinde intradiskal LPS enjeksiyonu ile indiiklenen erken
inflamatuar ve morfolojik degisiklikler incelenmistir. TLR4 aktivasyonu ile inflamatuar bir
kaskadin uyarilmasma sekonder, IVD hiicrelerinde ECM ekspresyonunun doza bagli bir
sekilde anlamli sekilde inhibe oldugu saptanmuistir. TLR4 ekspresyonunun TNF-a, IL-1 B ve
IL-6 ekspresyonunda ve NO iiretiminde belirgin artislara neden oldugu da ortaya konmustur.
Boylelikle LPS enjeksiyonu sonrasi TLR4 aktivasyonu ile sigan iVD'sinde orta derecede
dejeneratif degisiklikler oldugu gosterilmistir (104).

Insan immiin sisteminde TLR4/MyD88 bagimli yolagin 6nemli rolii oldugu
diisiiniilmektedir. MyD88, cogu TLR ve interlokin-1 reseptorii (IL-1R) i¢in anahtar bir sinyal
iletici adaptor proteindir. Bu sebeple, otozomal resesif IRAK -4 ve MyD 88 eksikligi, TLR ve
IL-1R aracili immiiniteyi bozar. MyD88 eksikligi olan ¢ocuklarin bakteriyel enfeksiyonlara

daha duyarli oldugu ve farkli mutasyonlarin tespit edildigi literatiirde gosterilmistir (105).

Farelerde MyD88 eksikligi, deneysel enfeksiyon ortamlarinda ¢ok ¢esitli patojenlere
karst duyarliliga sebep olmaktadir. Von Bernuth ve ark. MyD88 eksikliginin TLR
stimiilasyonuna bozulmus sitokin yaniti ile iligkili oldugu sonucuna varmislardir. Bir baska
calisma; IRAK-4 ve MyD88 eksikligi durumlarinda, 6zellikle bebeklik ve erken ¢ocukluk
doéneminde, tekrarlayan-yasami tehdit eden invazif pnomokok ve ¢esitli bakteriyel patojenlere

karsi, yeterli inflamatuar yanitin gosterilemedigini ortaya koymustur (106).

Bununla birlikte, IVD dejenerasyonunda NP hiicrelerinde TLR4'ii aktive eden
MyD88'e bagimli veya bagimsiz sinyal transdiiksiyon yolu, bu sinyal transdiiksiyon yolaginin
dogas1 hala bilinmemektedir. IVD dejenerasyonundaki TLR4 sinyal yolunun MyD88'e bagl
veya bagimsiz olup olmadigim belirlemek, MyD88'e bagimli TLR4 sinyal yolunun IVD
dejenerasyonunun altinda yatan hedef yol oldugu hipotezini destekleyen kanitlar
olusturabilecektir. Son galismalarda, LPS / TLR4 sinyal yolunun mekanizmalar1 Kismen
aciklanmis ve bu anlayis, ilave TLR4 sinyal yollarmin diizenlemesini modellemek i¢in

uygulanabilir hale gelmistir (107, 108).
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Qin ve ark. yaptign calismada; sigan IVD’lerine artan konsantrasyonlarda LPS ile
uyarim yapilmasina karsi olugsan enflamatuar cevap 6l¢iilmiis olup, LPS dozu arttikca, TLR4
ve MyD88 cevabinda anlamli artis oldugu saptanmis ve disk dejenerasyonunda MyDS88
bagimli yolagin ana rolii dstlendigi disiiniilmiistir. Bu bulgularin, dejeneratif disk
hastaliginda MyD88'e bagimli TLR4 sinyal yolunun inhibisyonunun potansiyel bir terapotik
faydasi olabileceginden bahsedilmistir (109).

Ancak hayvanlarda, diskte bigak veya laserasyon yolu ile lezyon olusturulmasina
sekonder gelisen dejenerasyon modelleri, genel olarak 1VD’de morfolojik degisiklikleri
meydana getirmektedir. Bu hayvan modelleri ayrica proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunda Ki gegici artislarla da iliskilendirilmistir fakat bu modelleme insan dejeneratif
disk hastaliklarinda gézlenenden farklidir. Insanlarda klinik disk dejenerasyonu, enflamatuar
mediatorlerin dejeneratif etiyolojide kritik rol oynadigi kronik olarak yiikselmis ¢oklu
proinflamatuar sitokin seviyeleri ile iligkilidir (110, 111).

Bir¢ok calismada, eklem kikirdagindaki osteoartrit gelisiminde MyD88’in dnemli bir
rol iistlendigi belirtilmistir. Ancak yukarda da bahsettigimiz gibi IVD dejenerasyonunda
MyD88 bagimli yolagin rolii net sekilde gdsterilememistir. Bu konu {izerinde yapilan bir
bagka calismada ise; in vitro teknikler kullanilarak, MyD88 yolagina 6zgii inhibisyonun, sigir
ve insan NP hiicrelerindeki giiglii enflamatuar ve katabolik mediatér LPS ve IL-1, MMP'ler
de dahil olmak tizere matriks pargalayici enzim ekspresyonu ve trombospondin motifleri
(ADAMTS familyasi), enzim ekspresyonunu degerlendirilerek analiz edilmistir (112).
Ayrica, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve TLR-2'nin diizenlenmesinde MyD88'in
inhibisyonunun rolii analiz edilmis ve son olarak, MyD88 inhibitoriiniin (MyD88i) fare
lomber disklerinde katabolik faktor kaynakli disk dejenerasyonu iizerindeki etkilerini

degerlendirmek i¢in ex vivo organ kiiltiir modeli kullanilmistir (113).

MyD88 yolu inhibisyonunun (LPS veya IL-1 aracili kikirdak bozundurucu enzim
indiiksiyonunu kuvvetle antagonize eder) IVD homeostaz iizerindeki giiclii anti-enflamatuar
ve anti-katabolik etkileri ortaya koyulmus, ve bu durumun gelecekte MyD88i'nin dejeneratif
disk hastaliginda potansiyel bir terapotik faydasi olabilecegini géstermektedir. TLR'lerin,
ligand baglanmasinda ve eklem kikirdagindaki bilinen biyolojik etkilerine dayanarak omurga
diski dejenerasyonu ve bel agrisi patogenezinde Ozel bir 6neme sahip olabilecegini

varsayllmistir (114, 115).
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Ayrica; gram negatif bakterilerin hiicre zarmin ana bileseni olan ve yeni
antimikrobiyal ajanlarin gelisimi i¢in 6nemli bir hedef olan LPS, in vivo olarak septik sok
dahil olmak {izere ¢esitli hiicre tepkilerini indiiklemektedir. LPS'in artikiiler eklem
enjeksiyonu sonrasi sinovit ve kemik / kikirdak yikimina neden olacak enflamatuar yaniti
aktive ederek artrit gelisiminde potansiyel rolii olduguda bildirilmistir. Bu nedenle, bir LPS
karsit1 ilacin (yani, MyD88i) gelistirilmesi, istenmeyen bakterilere kars1 miicadelede ve disk-

eklem dejenerasyonunda potansiyel immiinolojik faydalar sunabilmektedir (116).

TLR’ nin bu enflamatuar siireci tetiklemesinde, MyD88 bagimli ve bagimsiz olmak
lizere 2 ana yolak iizerinden etkileri oldugundan bahsetmistik. Bu yolaklarin inhibisyonu
tizerine giincel literatiirde ¢alismalar yapilmaya baslanmigtir. Bir ¢alismada; anti-enflamatuar
etkilere sahip bir fitoaleksin olan resveratrol iizerinden bu yolaklar degerlendirilmeye
caligilmisir. Resveratroliin, NF-«xB aktivasyonunu ve hedef gen ekspresyonunun
baskilanmasina yol agan diger sinyal yollarini inhibe ettigini gosterilmistir. Bununla birlikte,

resveratrol'liin dogrudan hedefleri belirlenmemistir (117).

Resveratroliin, TLR3 ve TLR4 stimiilasyonunu takiben RAW264.7 hiicrelerinde NF-
kB aktivasyonunu ve siklooksijenaz-2 ekspresyonunu baskiladigi, ancak TLR2 veya TLR9'u
baskilamadigi ayrica TRIF tarafindan uyarilan NF-xB aktivasyonunu inhibe ederken, fakat
MyD88 tarafindan uyarilan NF-kB aktivasyonunu ise inhibe etmemistir. Resveratroliin LPS
kaynakli NF-kB aktivasyonu iizerindeki inhibe edici etkisi, TRIF eksikligi olan fare
embriyonik fibroblastlarinda goriilmezken, LPS kaynakli IkBa'nin bozulmasi, siklooksijenaz-
2 ve indiklenebilir NO sentaz ekspresyonu ise MyD88-eksik makrofajlarda goriilmiistiir.
MyD88-IKK yolu ile aktive edilen NF-kB aktivasyonunu da inhibe etmedigi gosterilmistir.
Sonug¢ olarak; resveratrol'in TRIF'ye bagimli sinyal yollarin1 inhibe ederken, MyD88'e

bagimli yollar1 inhibe etmedigi bildirilmistir (117, 118).

Insan IVD hiicrelerinde TLR'lerin ekspresyonunu ve diizenlenmesini kapsamli bir
sekilde gosterildigi ender ¢alismalardan birinde; proinflamatuar sitokinlerinden IL-1b ve
TNF-a'nin TLR2 genini ve protein ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Fakat bununla
birlikte, 1L-1b ve TNF-a'nin TLR2’ den bagimsiz sekilde NF-xB transkripsiyon faktoriini
aktive ettigi (p65'in niikleer translokasyonu ile) gosterilmistir. Sonug olarak TLR4’iin disk
dejenerasyonu iizerine etkisi hakkinda somut bir veri elde edilememis ve TLR2 ‘nin de

enflamasyondaki rolii literatiirdeki bilgi birikimine dayanarak yorumlanmistir. TLR-ligand
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etkilesiminin, in vitro ve in vivo olarak VD hiicrelerinde NF-xB ve MAPK'nin

aktivasyonuna yol actig1 ifade edilmistir (119).

Intervertebral diskin dejenerasyonu sirt / boyun ve radikiiler agrinin en biiyiik
sebebidir. Disk hiicreleri ve infiltre olmus immiinositlerin yan1 sira norotrofin reseptorleri ve
bunlarin modiilatorleri tarafindan iiretilen enflamatuar sitokinler ve norotrofinler arasindaki
etkilesim bu siireci yonlendirebildigi literatiirde gosterilmistir. Enflamatuar kaskatta 6nemli
rolleri oldugu diisiiniilen TLR/Myd88 bagimli yolagin dolayli yoldan agriylada iliskili oldugu
distinilmistir. Bu sebeple inflamatuar siirecin anlasilmasit klinikte hastalarin
semptomatolojisinin anlasilabilmesini kolaylastiracaktir. Sonug olarak; inflamatuar sitokinler,

norotrofinler ve nosisepsiyon arasinda dogrudan bir baglanti oldugu gosterilmistir (120).

Modic dejenerasyonlar vertebra end platelerinde ve komsu kemik iliginde MRG’de
saptanabilen yaygin anormallikler arasindadir. Klinikte ise bel agrisi semptomu ile giiglii bir
iliski igerisinde oldugu kabul edilmektedir. Bununla birlikte, MD'lerin genel patogenezi ise
halen tartisilan konular arasinda yer almaktadir. End platelerdeki kronik tekrarlayan kesme
kuvvetleri, lokal bozulmalara ve mikrofraktiirlere neden olmaktadir. Buna sekonder goriilen,
AF ve NP’ deki dejeneratif degisikliklerin, end platelerde otoimmun cevabin olusumuna ve
sitokin Uretiminin artmasina sebep oldugu diisiiniilmekte ve agr1 olan iligkisi agiklanmaya
calisilmaktadir. Altta yatan bu etiyolojik yolun kanitlanmasi halinde, MD'ler ve bunun
sonucunda goriilen bel agrismin yeni klinik yontemlerle tedavi edilebilecegi literatiirde
vurgulanmaktadir (121, 122, 123).

Albert ve ark. MD'lerin, intervertebral disk ¢evresinde biyomekanik olarak indiiklenen
inflamasyonun sonucu oldugunu varsayarken, Kjaer ve ark. benzer bir goriis bildirmis ve
MD'lerin bel agris1 vakalarinda disk etrafindaki dejeneratif siire¢ sonucu olustugunu

belirtimistir (124, 125).

Bugiine kadar, literatiirde, mevcut potansiyel patolojik mekanizmalart dogrulamak
icin herhangi bir hayvan modeli gelistirilmemistir. MD'ler ve bel agris1 arasindaki iligki
bildirilen mevcut hipotezlere karsi belirsizligini korumakla birlikte bir¢ok yazar, Tip I
MD'lerin agr ile gii¢lii bir sekilde iligkili oldugunu bildirmislerdir. Ancak literatiirde farkli
goriislerde mevcuttur. TNF-a, IL-1, yiiksek duyarli C-reaktif protein, IL-6, IL-8,

prostaglandin E, ve protein gen iiriinii gibi ¢cok sayida enflamatuar faktoriin bel agrisi ile
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iliskili oldugu bulunmustur. Bu kanit, herniye NP'den elde edilen immiin fonksiyonun,

MD'lerin altinda yatan patolojiyi teskil edebilecegi hipotezini desteklemektedir (126).

Artan vaskiiler yogunlugun eslik ettigi end plate laserasyonlar1 ve disk
materyallerinde ki biyolojik reaksiyonlar, IVD dejenerasyonunun erken asamalarinda
inflamatuar bir reaksiyona neden olabilmekte ve bel agrisin1 daha da indiikleyebilmektedir.
Fayad ve ark. bu hipotezden yola ¢ikarak kronik bel agrisi olan ve agirlikli olarak Tip I
MD'leri olan hastalarin intradiskal steroid enjeksiyonlarini takiben semptomlarinda kisa
vadeli bir rahatlama oldugunu géstermislerdir. Ek olarak Albert ve ark. tarafindan, MD'lerin
Propionibacterium acnes gibi anaerobik bakterilerle olusan enfeksiyona bagli olabilecegini
bildirilmistir (127, 128).

Yapilan bir baska calismada, MD’lerin tipleri ile agr1 arasinda fark saptanmazken,
lomber bolgede olusan MD’lerin ise diger lokasyonlara gore agri ile daha iliskili oldugu
bulunmustur. Ayrica MD’ye sahiip olgularda, olmayan olgulara goére bel agrisi
semptomatolojisinin ve eslik eden radikiiler agrinin normal popiilasyona goére anlaml
derecede daha yiiksek oldugu saptanmustir. Ohtori ve ark. diskojenik bel agrisi olan
hastalardan alinan vertebral end plate histolojilerini karsilagtirmis ve MD olan end platelerde
normale gore inflamatuar yanitta ve akson biiylimesinde artis oldugu gosterilmistir (129,
130).

MD’ lerdeki inflamatuar siire¢ ve ve bunun klinige olan yansimasini net olarak
gosteren bir calisma olmamasinin yaninda, Giiney Cin’de genel MD prevalans: 5.8%,
Avrupa’da 19% ve Kuzey Amerika’da ise 9% olmasi, MD’nin ¢ok sik goriilen bir tablo
olmamasini gostermekte ve 6zellikle yiiksek hasta sayisi ile yapilan ¢aligmalarin daha degerli
oldugu vurgulanmaktadir. Molekiiler tan1 tekniklerinin gelisimi ile birlikte, son yillarda hem
dejeneratif hem de enfeksiy6z hastaliklari teshis etme ve tedavi etme konusundaki ilerlemeler
yiiz giildiirticii olmakla MD'lerin molekiiler temeli iizerinde ¢ok az yayin yapilmasida ek bir

sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (131, 132).

Chen ve ark. yaptig1 calismada ise literatiirdeki egilimin aksine 6zellikle MD tip 2 de
belirgin sekilde IL-1, GM-CSF, ENA-78 ve TNF-a diizeylerinde artis oldugu bildirilmistir.
Boylelikle, hem IL-1p hem de TNF-a'nin bel agrisiyla yiiksek diizeyde iliskili oldugu ifade
edilmistir (133).
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MD tip 1 ve tip 2 hastalarinda dismyelopoezi ve kemik iliginde fibrotik degisiklikler
persistan inflamatuar stimulus varligin1 géstermektedir. Bu kalict uyaran muhtemelen komsu
“intervertebral diskten” kaynaklanmaktadir, ¢linkii MD'ler genellikle disk dejenerasyonuna
komsu olarak meydana gelmektedirler ve bu degisikligin dejenerasyonun siddetiyle iliskili
oldugu diistiniilmektedir. Ttim MD'lerin birbirine dontisebiliyor olmasi ve mikst tipin mevcut
olmast (MD tip 1/ 2 ve MD tip 2 / 3), farkli MD tiplerinin aynm1 patolojik siirecin farkli

asamalarini temsil ettigini diisiindiirmektedir (134).

Sicanlarda yapilan bir ¢alismada; MD ile ILIR / TLR / MyD88 yolunun iliskisi
gosterilmeye calisilmis ve proinflamatuar sitokinlerin IL-1, IL-6 ve TNF'nin ekspresyonuna
yol acan TRAF6 / NFkB1 yolunun aktive oldugu ve bu yolun tetikleyicisininde TLR oldugu
hipotezi kurulmustur (135).

Bir baska calismada ise; MD tip 1 veya tip 2 degisiklik gosteren hastalar opere
edilmis, MD tip 2 disklerinde pro-osteoklastik degisiklikler, MD tip 1 ve MD tip 2 kemik
iliginde fibrojenik degisiklikler gosteren inflamatuar bir dismyelopoezis ve MD tip 1 ve MD
tip 2 kemik iligi ve disklerinde norotrofik reseptorlerin regiilasyonunu gozlemlendigi

bildirilmistir (136, 137).

Bir Onceki basamak olan proinflamatuar sitokinlerin dejenere disklerde ki artisi,
klinigimizde yapilan baska bir ¢alisma ile gosterilmisti. Literatiirde, 6zellikle son yillarda
norosirurji alaninda dejeneratif disk hastaligi ve immiinite konusunda oldukga fazla sayida
calisma yapilmistir. Dejeneratif disk hastalifinda goriilen inflamasyonda “’innate immiin
sistemin’’ roliinii tam olarak degerlendirecek ve saptayacak ¢aligmalar oldukca yetersiz olup,
caligmalar genellikle hayvan modellerinde ve proinflamatuar sitokinler {izerinden

gergeklestirilmistir.

Immiin sistemin roliiniin saptanmasi yaninda, 6zellikle nérosirurji pratiginde hasta
degerlendirmede oldukga sik bagvurulan goriintileme modalitesi olan MRG ile immun
sistemin korelasyonu ise hi¢ calisiilmamistir. Dejeneratif disk hastaligi mevcut hastalarda,
MRG’de sik¢a saptanan modic degisikliklerin nasil ve neden olustugu ise bilinmezligini
korurken, bu degisikliklerin 6zellikle bel agris1 ile ¢ok gii¢lii bir iligki i¢inde oldugu ise ¢esitli
yazarlar tarafindan bildirilmistir (138). Modic degiskliklerin IVD dejenerasyonunda goriilen
enflamatuar siire¢ ve bu siirecte rol olan immun yolaklarla iligkisini saptamak oldukc¢a énemli

hale gelmistir.
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Calismamizda, “’innate immiin sistemin’’ ana elemanlar1 arasinda yer alan TLR’ ler
ve bunlarin MyD 88 bagimli yolakla iliskisi incelenmistir. TLR/MyD 88 bagimli yolakta
bulunan IKKA, NF-KBA ve TRAF6 ‘ nin modic tip dejenerasyon ile iliskisi
degerlendirildiginde; tamaminda Modic Tip 1 dejenerasyon degerleri, p<0.001(***)
anlamlilik diizeyinde Modic Tip 2 ve Modic Tip 3 dejenerasyon degerlerinden istatistiksel
analiz olarak farkli bulunmustur. Ayrica TLR4, MyD88, IKKA ve TRAF6’ nin Modic Tip 2
dejenerasyon degerleri, p<0.001(***) anlamlilik diizeyinde Modic Tip 3 dejenerasyon

degerlerinden istatistiksel analiz olarak farkli bulunmustur.

Tiim markerlarda en yiiksek degerlerin Modic Tip 1 dejenerasyonda olmas1 dikkati
cekmistir. Bu degerler ile birlikte Modic dejenerasyonda bu yolagin aktif rol oynadig: ve ana
yolaklardan biri oldugu literatiirden farkli olarak net sekilde ortaya konmustur. Ayrica hangi
tipte enflamasyonun daha fazla olduguna dair literatiirde mevcut olan karsit bilgilere ragmen,
calisgmamizda net bir sekilde en enflamatuar fazin Modic Tip 1 fazi oldugunu ortaya
cikmistir. Bu yolagin inhibisyonu ile Modic dejenerasyonunu geriletmek miimkiin olacagi

diistiniilmekte ve 6zellikle bel agris1 kliniginde fayda saglayacagi disiiniilmektedir.

Immunolojik reaksiyonlar sonrasi, dejenere disk dokusuna sekonder meydana gelen
bel agris1 bahsettigimiz gibi literatiirde iizerine deginilmis bir konu olmakla birlikte agrinin,
TLR ler iizerine etkisi hakkinda herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ozellikle
enflamasyon arttik¢a agrinin artacagl yoniinde yorumlar yapilmistir. O halde bariz kok basisi
olan dejenere disklerde enflamasyonun daha fazla oldugunu ve bu hastalarda bel agrisina
eslik eden radikiiler agrinin da bu enflamatuar durumla iliskili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Calismamizda ise bel agrisi ile eslik eden radikiiler agri olan durumlarda TLRlerde ve
MyD88 adaptdr protein bagimli yolakta, iki grup arasinda istatistiksel analizde anlamli fark
saptanmamistir. Bu da agr1 olusumunda, enflamasyon harici faktorlerin daha baskin rol
oynayabilecegini gdstermektedir. Ayrica, literatiirde sik¢a Modic dejenerasyonu ve eslik eden
bel agrist hakkinda kuvvetli iliski oldugundan bahsedilmis ancak ¢alismamizda anlamli fark

saptanmamigtir.

Calismamizin tiglincli ayagi olan ve kullanilan ilaglar ile TLR4/MyD 88 bagimli yolak
degerlendirildiginde ise sadece MyD88’de NSAII kullanan grupta kullanmayan gruba gére
p<0.05(*) anlamlilik diizeyinde istatistiksel analiz olarak fark saptanmustir. Bu da NSAII

58



ilaglarla, hastalarin agrilarinda olusan rahatlamay1 agiklayan sebep olarak yorumlanmustir.
Sadece MyD88 de anlamli fark saptanmasi ise bu inflamatuar siirecte ana molekiiliin MyD88

gostermektedir.
14. SONUC

MRG’ de Modic dejenerasyon saptanan 88 erkek hastanin mikrodiskektomi esnasinda
alman disk materyallerinin degerlendirildigi bu calisma daha once literatiirde gosterilmemis
veya tartismali bir sekilde bildirilmis yorumlari, literatiiriin aksine net sekilde ortaya
koymaktadir. Ozellikle *’innate immiin sistemin’’ disk dejenerasyonundaki roliiniin ve bunun
Modic dejenerasyon ile olan korelasyonunun anlasilmasi, gelecekte hastalarin yonetimine ve

tedavi siirecine dair ciddi gelismeler saglayacaktir.
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